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Αληί πξνιόγνπ 

Με ηελ νινθιήξσζε ηεο παξνχζαο κεηαπηπρηαθήο κειέηεο ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηνλ 

θαζεγεηή Πνιπδεχθε Υαηδφπνπιν γηα ηελ εκπηζηνζχλε πνπ κνπ έδεημε, ηελ θαζνδήγεζε θαη ηηο 

πνιχηηκεο ζπκβνπιέο ηνπ θαζ‘ φιε ηε δηάξθεηα ηεο ζπγθεθξηκέλεο κειέηεο. Δπίζεο θαηαιπηηθφ 

ξφιν είραλ θαη νη ζπκβνπιέο πνπ δέρηεθα απφ ηνλ Δπίθνπξν Καζεγεηή Μπαλίια Γεψξγην. 

Θα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηδηαίηεξα ηνλ ππνςήθην δηδάθηνξα Κνπδνπλά Κσλζηαληίλν γηα ηελ 

ππνκνλή ηνπ, ηηο επνηθνδνκεηηθέο ζπκβνπιέο ηνπ θαη ηελ πνιχηηκε βνήζεηα ηνπ θαη ζηήξημε απφ 

ηελ πξψηε ζηηγκή πνπ βξέζεθα ζην εξγαζηήξην. Δπραξηζηψ επίζεο θαη ηνλ κεηαδηδαθηνξηθφ 

εξεπλεηή Μηραειίδε Υξήζην γηα ηελ παξνρή ζεσξεηηθήο θαη ηερληθήο ζηήξημεο θαηά ηε δηάξθεηα 

ηεο εξγαζίαο. 

Απφ ηηο επραξηζηίεο δελ ζα κπνξνχζα λα παξαιείςσ φια ηα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ, αλεμαηξέησο, γηα 

ηελ βνήζεηα ηνπο θαη γηα ην θιίκα ζπλαδειθηθφηεηαο πνπ επηθξαηεί ζην ζπγθεθξηκέλν εξγαζηήξην. 

Σέινο, επραξηζηψ ηελ νηθνγέλεηα κνπ θαη ηνπο θίινπο κνπ γηα ηελ εζηθή ηνπο ζηήξημε. Υσξίο ηε 

ζπκπαξάζηαζε ηνπο ζα ήηαλ δχζθνιε ε πξαγκαηνπνηήζε απηήο ηεο κεηαπηπρηαθήο κειέηεο. 
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ΔΗΑΓΩΓΖ 

1. ΔΛΙΑ ( Olea europaea L.) 

1.1  Πξνέιεπζε ηεο ειηάο 

Σν γέλνο Olea πεξηιακβάλεη ηνπιάρηζηνλ 30-35 είδε πνπ αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα Oleaceae, 

ηεο ππννηθνγέλεηαο Oleoideae (x=23).  H θαιιηεξγνχκελε ειηά (Olea europaea L.) είλαη αείθπιιν 

δέληξν πνπ πξνήιζε απφ ηξνπηθά θαη ππνηξνπηθά είδε. Ζ θαιιηέξγεηα ηεο ειηάο είλαη ήδε γλσζηή 

απφ ην 4800 π.Υ. ζηελ Κχπξν. Ζ ειηθία ηνπ δέληξνπ κπνξεί λα εμεγήζεη ηε κεγάιε 

παξαιιαθηηθφηεηα κεηαμχ ησλ εηδψλ ηνπ. Αμηφινγε γελεηηθή παξαιιαθηηθφηεηα πθίζηαηαη θαη 

κεηαμχ θπηψλ ηεο ίδηαο πνηθηιίαο. 

Οη πεξηζζφηεξεο θαιιηέξγεηεο ειηάο αλήθνπλ ζην είδνο Olea europaea L.κε 2x=46 

ρξσκνζψκαηα. 

 

Σν είδνο Olea europaea L απαξηίδεηαη απφ 

πνιιέο νκάδεο θαη απφ 2600 πνηθηιίεο, 

πνιιέο απφ ηηο νπνίεο κπνξεί λα είλαη κφλν 

νηθφηππνη. Ζ Olea europaea L δε θαίλεηαη 

λα είλαη είδνο αιιά κηα νκάδα απφ κνξθέο, 

πνπ πξνήιζαλ απφ κεηάιιαμε θαη 

πβξηδηζκφ (Θέξηνο,2005). 

 

 

 

 

 

 

Πηλ. 1: Σα ππνείδε ηεο επξσπαηθήο ειηάο 

(Olea europaea L.) 

 

                                

                                      Δηθ. 1: Κνξκφο απφ ππεξαησλφβηα ειηά  

                                          κε κεγάιε ηθαλφηεηα αλαβιάζηεζεο. 

 

 

 

    

Olea 

europaea 

 

euromediterranea 

sativa        

(θαιιηεξγνύκελε 

ειηά) 

νleaster                      

(άγξηα ειηά) 

 

laperrini 

var. typical 

var. cyrenaica 

var. maireana 

      cuspidata 
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1.2 Μνξθνινγία ηεο ειηάο 

Ζ ειηά είλαη δέληξν αησλφβην, απνθηά χςνο 15-20κ., ζηε πξάμε 

φκσο κε ην θιάδεκα απνθηά χςνο 4-5κ.    

To κεγαιχηεξν πνζνζηφ ησλ ξηδψλ βξίζθεηαη ζε βάζνο 60-70 

εθαηνζηά. Σν ξηδηθφ ζχζηεκα έρεη ηελ ηάζε λα αλαπηχζζεηαη 

νξηδφληηα παξά θάζεηα. Οη ρνληξέο ξίδεο ζπλήζσο απαληψληαη 

ζηα πξψηα 20εθαηνζηά.   

ε μεξέο πεξηνρέο ην ξηδηθφ ζχζηεκα   επεθηείλεηαη κέρξη λα 

θαιχςεη επηθάλεηα  7-8 θνξέο κεγαιχηεξε απφ ηελ επηθάλεηα 

ηνπ θπιιψκαηνο ηνπ δέληξνπ.  

                                                                  Δηθ.2: Σν ξηδηθφ ζχζηεκα ηεο ειηάο. 

 

Ο θνξκφο ηνπ λεαξνχ δέληξνπ είλαη θπιηλδξηθφο θαη ιείνο 

αιιά κε ηελ πάξνδν ηνπ ρξφλνπ γίλεηαη αλνκνηφκνξθνο θαη 

θέξεη πνιιά εμνγθψκαηα (ξφδνπο). 

Σα άλζε εκθαλίδνληαη ζε ηαμηαλζίεο βφηξπνο νη νπνίεο 

ζρεκαηίδνληαη ζηηο καζράιεο ησλ θχιισλ ή ζηελ θνξπθή ησλ 

βιαζηψλ. Δίλαη κηθξά, 

εξκαθξφδηηα θαη ππφγπλα θαη 

αλζίδνπλ ηέιε Μαίνπ- αξρέο Ηνπλίνπ. 

 

 

 Σα θχιια είλαη κηθξά, ινγρνεηδή, πξάζηλα ζηελ πάλσ θαη θαηά ζηελ 

θάησ επηθάλεηα ηνπο. Σα ραξαθηεξηζηηθά ησλ θχιισλ θαη θπξίσο ηα 

ζηφκαηα θαη νη ηξίρεο ρξεζηκεχνπλ γηα ηελ δηάθξηζε ησλ πνηθηιηψλ. 

Ο θαξπφο ηεο ειηάο είλαη δξχπε, ζθαηξηθή ή ειιεηςνεηδήο θαη 

απνηειείηαη απφ ην θινηφ (πεξηθάξπην), ηε ζάξθα (κεζνθάξπην), ηνλ 

ππξήλα (ελδνθάξπην) θαη ην ζπέξκα κέζα ζην ελδνθάξπην. Σν ρξψκα 

ηνπ θαξπνχ είλαη πξάζηλν θαη κεηαβάιιεηαη ζε πξαζηλνθίηξηλν, ηψδεο 

σο κειαλνηψδεο θαηά ηελ πιήξε σξίκαλζε, αλάινγα κε ηελ πνηθηιία 

θαη ην ζηάδην σξηκφηεηαο. Σν κέγεζνο ηνπ εμαξηάηαη απφ ηελ 

πνηθηιία, ηελ γνληκφηεηα ηνπ εδάθνπο, ηνλ αξηζκφ θαξπψλ αλά δέληξν, ηελ δηαζεζηκφηεηα λεξνχ θαη 

ηηο θαιιηεξγεηηθέο  ηερληθέο (Θέξηνο,2005). 

Δηθ. 3: Σαμηαλζία ειηάο πξν ηεο άλζεζεο  

θαη ζην ζηάδην ηεο άλζεζεο. 

 

Δηθ.4:  Σα κέξε ηνπ  δέληξνπ  ηεο ειηάο 

Εικόνα 1 

. 
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1.3 Αύμεζε θαη αλάπηπμε 

           Ζ άλζεζε θαζνξίδεη ηελ έλαξμε ηεο θχξηαο πεξηφδνπ απνθνπήο αλζέσλ ή θαξπψλ, πνπ 

δηαξθεί 6 εβδνκάδεο κεηά ηελ πιήξε άλζεζε. Σν ηέινο απηήο ηεο πεξηφδνπ απνθνπήο ζπκπίπηεη κε 

ηε ζθιήξπλζε ηνπ ελδνθαξπίνπ θαη κε ηελ ηαρεία αλάπηπμε ηνπ εκβξχνπ. Απηφ ην γεγνλφο δείρλεη 

φηη ε αλάπηπμε ηνπ ελδνζπεξκίνπ δηαδξακαηίδεη ξφιν ζηε παξακνλή ή απνθνπή ηνπ θαξπνχ. 

Ζ αχμεζε ησλ θαξπψλ αθνινπζεί δηπιή ζηγκνεηδή θακπχιε, σο ηππηθή δξχπε. ην ηέινο ηεο 

πεξηφδνπ απνθνπήο ην κέγεζνο ηνπ θαξπνχ αλέξρεηαη ζην 20-25% ηνπ ηειηθνχ κεγέζνπο. Ζ 

σξίκαλζε αξρίδεη ζηα κέζα Οθησβξίνπ, φηαλ ην ρξψκα ηνπ θαξπνχ αξρίδεη λα αιιάδεη θαη δηαξθεί 

σο ηα κέζα Ννεκβξίνπ ή Ηαλνπαξίνπ, αλάινγα κε ηελ πνηθηιία. Ζ κέγηζηε πεξηεθηηθφηεηα ζε ιάδη 

επηηπγράλεηαη πξηλ ηελ σξίκαλζε ηνπ θαξπνχ. 

Απφ ηελ θαξπφδεζε κέρξη ηελ σξίκαλζε κεζνιαβνχλ 6-7 κήλεο θαη ν θαξπφο πεξλάεη απφ 

ηξεηο δηαδνρηθέο θάζεηο αλάπηπμεο. 

i. Μηα θάζε ηαρείαο αχμεζεο ηνπ βάξνπο ηνπ ηνπο δχν πξψηνπο κήλεο (Ηνχληνο, 

Ηνχιηνο) θαηά ηελ νπνία αλαπηχζζεηαη θπξίσο ν ππξήλαο θαη ειάρηζηα ε ζάξθα. 

ii. Μηα θάζε βξαδχηεξεο αχμεζεο ην επφκελν δίκελν (Αχγνπζηνο, επηέκβξηνο) θαηά 

ηελ νπνία αλαπηχζζεηαη ε ζάξθα θαη παξαηεξείηαη ζθιήξπλζε ηνπ ππξήλα. 

iii. Μηα θάζε πάιη ηαρείαο αχμεζεο ηνπ βάξνπο ηνπ θαξπνχ απφ ηνλ Οθηψβξην θαη κεηά, 

κέρξη λα αξρίζεη ν θαξπφο λα αιιάδεη ρξψκα απφ πξάζηλν ζε ηψδεο θαη καχξν. 

     Ζ παξαγσγή ησλ θαξπψλ μεθηλά απφ ην 3
ν
 έηνο αιιά ε πιήξεο απφδνζε ηνπ δέληξνπ 

επηηπγράλεηαη κεηαμχ 11
νπ

  θαη 12
νπ

 έηνπο γηα μεξά εδάθε θαη κεηαμχ 7
νπ

 θαη 8
νπ

 έηνπο γηα 

αξδεπφκελα (Θέξηνο,2005). 

 

1.4 Καιιηέξγεηα ηεο ειηάο 

Ζ ειηά είλαη αλζεθηηθή ζε αληίμνεο ζπλζήθεο θαη θαιιηεξγείηαη ζε πνηθηινκνξθία 

εδαθνθιηκαηηθψλ ζπλζεθψλ. Δίλαη κεηξίσο αλζεθηηθή ζηα άιαηα θαη ε θαιιηέξγεηα ηεο εληνπίδεηαη 

σο επί ηνλ πιείζην ζε ζρεηηθά θησρά θαη μεξά εδάθε πνπ άιια θπηά ιφγσ μεξαζίαο δελ 

επδνθηκνχλ.  Οη Μεζνγεηαθέο θιηκαηηθέο ζπλζήθεο είλαη ηδαληθέο γηα ηελ θαιιηέξγεηα ηεο ειηάο 

ιφγσ ησλ ζπρλψλ βξνρνπηψζεσλ θαη ηεο ζεξκνθξαζίαο. Οη ειαηνθνκηθέο πεξηνρέο έρνπλ κέζε 

εηήζηα ζεξκνθξαζία 15-20
ν
 C, ειάρηζηε -4

ν
 C  θαη κέγηζηε 40

ν
 C. Ζ ειάρηζηε ζεξκνθξαζία δελ 

κπνξεί λα πέζεη θάησ απφ -7
ν
 C, γηαηί δεκηψλεη ηα δέληξα (Θέξηνο,2005). 
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2. ΑΝΣΙΟΞΔΙΓΩΣΙΚΔ ΔΝΩΔΙ ΣΗΝ ΔΛΙΑ 

Α. Γεληθά: 

ην πεξηβάιινλ ηνπ ζχγρξνλνπ αλζξψπνπ ε αηκνζθαηξηθή ξχπαλζε, ε ειηαθή αθηηλνβνιία, ην 

ζηξεο, ην θάπληζκα θαη νη δηάθνξεο ηνμηθέο νπζίεο πνπ δηαρένληαη ζην πεξηβάιινλ σο πξντφληα ηεο 

λέαο ηερλνινγίαο απνηεινχλ κεξηθνχο απφ ηνπο ζεκαληηθνχο θνξείο θαη δφηεο ειεθηξηζκέλσλ 

ζσκαηηδίσλ, ησλ ειεπζέξσλ ξηδψλ ζηνλ νξγαληζκφ. Ζ έθζεζε φκσο ζε πνιινχο θνξείο ειεπζέξσλ 

ξηδψλ απμάλεη ηελ αλάγθε γηα άκεζε εμνπδεηέξσζε ηνπο κε απνηέιεζκα λα απμάλνληαη νη 

απαηηήζεηο γηα αληηνμεηδσηηθή δξάζε (Madsen and Bertelsen,1995). Καηά ζπλέπεηα φιν θαη 

πεξηζζφηεξνη άλζξσπνη ζηξέθνληαη ζηελ θαηαλάισζε ηξνθψλ γλσζηψλ γηα ηελ αληηνμεηδσηηθή ηνπο 

δξάζε φπσο ελδείθλπηαη θαη ε κεζνγεηαθή δηαηξνθή. Ζ κεζνγεηαθή δηαηξνθή ζπλίζηαηαη θπξίσο 

απφ ηελ θαηαλάισζε ειαηνθνκηθψλ πξνηφλησλ θαη αλακθηζβήηεηα θέξεη επσθειήο επίδξαζε ζηελ 

πγεία ηνπ αλζξψπνπ. Δπηδεκηνινγηθέο κειέηεο έδεημαλ φηη απηφ ην πξφηππν δηαηξνθήο ζπκβάιιεη 

ζηε κείσζε ηεο εκθάληζεο ηνπ θαξθίλνπ θαη ησλ θαξδηαγγεηαθψλ παζήζεσλ. Σα νθέιε απηά 

νθείινληαη ζηελ παξνπζία ιηπαξψλ νμέσλ θαη δεπηεξεπφλησλ ζπζηαηηθψλ φπσο είλαη νη 

ηνθνθεξφιεο, ηα θαξνηελνεηδή, ηα θσζθνιηπίδηα, ηα ηξηηεξπεληθά νμέα θαη νη βηνθαηλφιεο (Goulas 

et al., 2012).  

 ηα θχηηαξα ηνπ νξγαληζκνχ θαηά ηε δηαδηθαζία παξαγσγήο ελέξγεηαο είλαη δπλαηφλ λα 

δεκηνπξγεζνχλ ειεχζεξεο ξίδεο θαη άιιεο δξαζηηθέο κνξθέο νμπγφλνπ (ROS: Radical Oxygen 

Spieces) πνπ πεξηιακβάλνπλ παξάγσγα ηνπ κνξηαθνχ νμπγφλνπ κεηά ηε κεξηθή, κε πιήξε αλαγσγή 

ηνπ φπσο ηφληα νμπγφλνπ θαη ππεξνμείδηα ηφζν αλφξγαλα φζν θαη νξγαληθά. Ο φξνο ειεχζεξε ξίδα 

αλαθέξεηαη γηα θάζε άηνκν ή κφξην πνπ δηαζέηεη έλα ή πεξηζζφηεξα αζχδεπθηα ειεθηξφληα. Με 

εμαίξεζε ην κνξηαθφ νμπγφλν, ηα αζχδεπθηα ειεθηξφληα πξνζδίδνπλ ζηηο ειεχζεξεο ξίδεο έληνλε 

ρεκηθή δξαζηεξηφηεηα, θαζψο απηά αλαδεηνχλ άιια ειεθηξφληα γηα λα ζπδεπρζνχλ. Οη ROS κπνξεί 

λα πξνθαιέζνπλ θαηαζηξνθή ηνπ DNA θαη ησλ ιηπηδίσλ, πξνβιήκαηα ζηε ιεηηνπξγία ηεο 

κεκβξάλεο θαη ηεο πξσηεηλνζχλζεζεο. Οη αληηνμεηδσηηθέο νπζίεο δξνπλ σο εθθαζαξηζηέο ησλ ROS 

θαη ησλ ειεχζεξσλ ξηδψλ, θαζψο αληηδξψληαο κε απηέο ηηο εμνπδεηεξψλνπλ θαη δελ ηηο επηηξέπνπλ 

λα αληηδξάζνπλ κε βηνκφξηα, ψζηε λα πξνθιεζνχλ δεκηέο (Antolovich et al., 2002; López-Revuelta 

et al., 2006). 

Σξφθηκα πνπ πεξηέρνπλ αληηνμεηδσηηθά πξνζθέξνπλ ην ειεθηξφλην ηνπο θαη έηζη ζπλδένληαη κε ηελ 

ειιηπή ρεκηθή έλσζε, δειαδή ηεο έλσζεο πνπ ηεο ιείπεη έλα ειεθηξφλην, δεκηνπξγψληαο κηα 

νινθιεξσκέλε ρεκηθή αιπζίδα. Ζ θάζε κηα απφ απηέο ελεξγεί θαη εμνπδεηεξψλεη ζπγθεθξηκέλε 
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νκάδα ειεχζεξσλ ξηδψλ, εληζρχνληαο ηνπο ήδε ππάξρνληεο κεραληζκνχο εμνπδεηέξσζεο ηνπ 

νξγαληζκνχ (Madsen & Bertelsen,1995). 

 Δλψζεηο γλσζηέο γηα ηελ αληηνμεηδσηηθή ηνπο δξάζε, φπσο πξναλαθέξζεθε, είλαη θαη νη 

πνιπθαηλφιεο ησλ νπνίσλ ε δξάζε απνδίδεηαη θπξίσο ζηελ ηθαλφηεηα ηνπο λα ζπκπινθνπνηνχλ ηνλ 

ειεχζεξν ζίδεξν ή ραιθφ, δειαδή ηα δχν ζηνηρεία πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηελ αληίδξαζε Fenton ζηελ 

νπνία πεξάγεηαη ε ηνμηθή πδξνμπιηθή ξίδα. Σαπηφρξνλα νη πνιπθαηλφιεο δξνπλ σο εθθαζαξηζηέο 

ησλ ROS αιιά θαη σο ππνζηξψκαηα ησλ ππεξνμεηδαζψλ, ελδχκσλ πνπ θαηαιχνπλ αληηδξάζεηο 

εθθαζάξηζεο ηνπ Ζ202. Οη πνιπθαηλφιεο ζεσξνχληαη σο θπζηθέο αληηνμεηδσηηθέο νπζίεο θαη ζε 

απηέο αλήθνπλ ηα θαηλνιηθά νμέα, ηα θιαβνλνεηδή θαη άιιεο ελψζεηο πνπ παξάγνληαη ζηε 

κεηαβνιηθή νδφ ησλ θαηλπινπξνπαλνεηδψλ ζηα θπηηθά θχηηαξα (Γηακαληίδεο, 2007).  

Φαηλνιηθέο ελώζεηο, πξφθεηηαη γηα δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο  πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ ηελ 

χπαξμε ελφο ηνπιάρηζηνλ αξσκαηηθνχ δαθηπιίνπ (C6) κε έλα ή πεξηζζφηεξα πδξνμχιηα (Harborne, 

1989). Οη ελψζεηο απηέο ζπκβάιινπλ ζηελ άκπλα ησλ θπηψλ έλαληη κηθξνβίσλ, εληφκσλ θαη δψσλ 

θαζψο επίζεο πξνζηαηεχνπλ θαη απφ ηελ ππεξηψδε αθηηλνβνιία. Δπηπιένλ ζπκβάιινπλ ζηηο 

κεραληθέο ηδηφηεηεο ηεο δνκήο ηνπ θπηνχ (π.ρ. ειαζηηθφηεηα ηζηνχ), ζην ρξψκα θαη ζην άξσκα ηνπο 

(Scalbert et al., 2002). Οη βηνθαηλφιεο εληνπίδνληαη µε δηάθνξεο µνξθέο (γιπθνδίηεο, πνιπµεξή θ.α.) 

ζε φια ηα ηµήµαηα ησλ θπηψλ απφ ηηο ξίδεο θαη ηα ζηειέρε κέρξη ηα θχιια θαη ηνπο θαξπνχο. 

Ο φξνο βηνθαηλφιεο αλαθέξεηαη ζπλήζσο ζε ελψζεηο πνπ ε βηνζχλζεζή ηνπο αθνινπζεί ηελ νδφ ηνπ 

νμηθνχ νμένο, ηνπ ζηθηµηθνχ νμένο ή ηνπ ζπλδπαζµνχ απηψλ ησλ δχν βηνζπλζεηηθψλ νδψλ 

(Harborne, 1989). Απφ ηηο ζπγθεθξηµέλεο ελψζεηο ηα θιαβνλνεηδή, απνηεινχλ ηελ πνιππιεζέζηεξε 

θαηεγνξία (αξηζµεί γχξσ ζηηο 4.000 ελψζεηο) πνπ µε ηε ζεηξά ηνπο θαηαηάζζνληαη ζε 

ππνθαηεγνξίεο (Harborne, 1989). Ωζηφζν ππάξρνπλ θαη βηνθαηλφιεο, ησλ νπνίσλ ε βηνζχλζεζε 

αθνινπζεί ζπλδπαζµφ άιισλ νδψλ. ηηο ελψζεηο απηέο πεξηιαµβάλνληαη νη ηνθνθεξφιεο, ηα 

θαηλνιηθά δηηεξπέληα (π.ρ. θαξλνζηθφ νμχ, θαξλνζφιε), νη γιπθνδίηεο ζεθντξηδνεηδψλ (π.ρ. 

ειαηνεπξσπαΐλε) πνπ ζεσξνχληαη ηεξπέληα (Jensen et al., 2002, Hofius and Sonnewald, 2003). 

Ζ ειηά πεξηέρεη έλαλ κεγάιν αξηζκφ θαηλνιηθψλ ελψζεσλ φπνπ ε πνζφηεηα θαη νη ηχπνη ηνπο  

πνηθίινπλ ζεκαληηθά κεηαμχ ησλ θχιισλ ηεο ειηάο θαη ησλ θαξπψλ, αλ θαη νη θαξπνί ζπζζσξεχνπλ 

θπξίσο γιπθνζηδηθέο κνξθέο ησλ θιαβνλνεηδψλ θαη ζεθνηξηδνεηδψλ  πνπ βξίζθνληαη ζε φια ηα κέξε 

ηνπ θαξπνχ (επηθάξπην, κεζνθάξπην θαη πεξηθάξπην), θαη απιέο θαηλφιεο πνπ απαληψληαη ζε 

κηθξφηεξν βαζκφ (Damtoft et al., 1993) 
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Σα ηξηδνεηδή θαη ζεθντξηδνεηδή είλαη ελψζεηο γιπθνδπιησκέλεο, πνπ παξάγνληαη θαηά ηνλ 

δεπηεξνγελή κεηαβνιηζκφ ησλ ηεξπελίσλ, θαη ζεσξνχληαη πξφδξνκεο ελψζεηο ησλ αιθαινεηδψλ ηνπ 

ηλδνιίνπ.  ηελ νηθνγέλεηα ησλ Oleaceae, ηα ζεθντξηδνεηδή ζπλήζσο πξνέξρνληαη απφ νιενζίδηα, 

έλα ζπλδπαζκφ ειελνιηθνχ νμένο κε έλα γιπθνδηηηθφ θαηάινηπν. (Soler-Rivas et al., 2000).  

Σα ζεθνηξηδνεηδή δελ είλαη δηαιπηά ζην ιάδη κε απνηέιεζκα κεηά ηελ κεραληθή εθρχιηζε, κφλν έλα 

κηθξφ ηκήκα απηψλ αλαθηάηαη ζην έιαην, αληηπξνζσπεχνληαο ηα πην ζεκαληηθά κηθξνζπζηαηηθά ηνπ 

παξζέλνπ ειαηνιάδνπ πνπ ζπκβάιινπλ ζηελ πγεία θαη ζηελ πνηφηεηα ηνπ ειαίνπ πνπ ζρεηίδεηαη κε 

ηελ γεχζε θαη ηελ νμεηδσηηθή ζηαζεξφηεηα (Servili and Montedoro 2002; Servili et al, 2004) 

Σν πην ζεκαληηθφ ζεθνηξηδνεηδέο ζηελ ειηά είλαη ε ειεπξσπαΐλε  θαη ε ζπγθέληξσζε ηεο κπνξεί λα 

ηξνπνπνηεζεί εμαηηίαο πνηθίισλ παξαγφλησλ πνπ ξπζκίδνπλ ηελ βηνζχλζεζε θαη ηνλ θαηαβνιηζκφ 

ηεο. Έρεη δεκνζηεπζεί έλαο ζεκαληηθφο αξηζκφο κειεηψλ ζρεηηθά κε ηελ αληηνμεηδσηηθή δξάζε ηεο 

ειεπξσπαΐλε θαη ησλ παξάγσγσλ ελψζεσλ ηεο θαζψο επίζεο θαη γηα ηηο αληηκηθξνβηαθέο, αληηηθέο 

θαη αληηθιεγκνλψδεηο ηδηφηεηεο ηνπο. 

 

2.1  χλζεζε ζπζηαηηθψλ κε αληηνμεηδσηηθέο ηδηφηεηεο ζηα δηάθνξα κέξε ηεο ειηάο 

 

2.1.1 Διαηόθαξπνο 

Ζ ζχλζεζε ηνπ ειαηνθάξπνπ πεξηιακβάλεη λεξφ (50%), πξσηείλεο (1,6%), έιαην (22%), 

πδαηάλζξαθεο (19,1%), θπηηαξίλε (5,8%), αλφξγαλεο νπζίεο (1,5%) θαη θαηλνιηθέο ελψζεηο (1-3%).  

Άιιεο ζεκαληηθέο ελψζεηο πνπ βξίζθνληαη ζηνλ θαξπφ ηεο ειηάο είλαη ε πεθηίλε, ηα νξγαληθά νμέα 

θαη νη ρξσζηηθέο νπζίεο (Boskou,1996). 

Ζ θαηαλνκή θαη ε δνκή ησλ ρεκηθψλ ζπζηαηηθψλ ηνπ ειαηφθαξπνπ είλαη πνιχπινθε θαη εμαξηάηαη 

απφ ηελ πνηθηιία, ηελ γεσγξαθηθή πξνέιεπζε, ηηο θαιιηεξγεηηθέο ηερληθέο θαη ην ζηάδην σξίκαλζεο. 

ηνλ ειαηφθαξπν ηα θχξηα θαηλνιηθά ζπζηαηηθά πνπ απαληψληαη είλαη ηα εμήο (Tsimidou et al., 

1992) : 

 Διεπξσπαΐλε (oleuropein), εζηέξαο ηνπ ειελνιηθνχ νμένο κε ηελ 

πδξνμπηπξνζφιε. Ζ ειεπξσπαΐλε έρεη βξεζεί ζ‘ νιφθιεξν ην δέληξν (Le Tutour and 

Guedon,1992), ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη φισλ ησλ ζπζηαηηθψλ κεξψλ ηνπ θαξπνχ (θινηφο, 

ζάξθα θαη ζπέξκαηα), αιιά εκθαλίδεηαη ζε ηδηαίηεξα πςειή ζπγθέληξσζε ζηα θχιια ηεο 

ειηάο. 
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 Απνµεζπιν-ειαηνεπξσπαΐλε (demethyl oleuropein), νμηθφ παξάγσγν ηεο 

ειαηνεπξσπαίλεο. 

 Ληγζηξνζίδην (ligstroside), εζηέξαο ηνπ ειελνιηθνχ νμένο κε ηελ ηπξνζφιε. 

 Βεξκπαζθνζίδην (verbascoside), εζηέξαο ηνπ θαθεηθνχ νμένο κε ηελ 

πδξνμπηπξνζφιε.  

Διεπξωπαΐλε: Απνηειεί ηελ πην ραξαθηεξηζηηθή έλσζε ηεο νκάδαο ησλ ζεθνηξηδνεηδψλ θαη έρεη 

πξνζειθχζεη ην ελδηαθέξνλ ησλ εξεπλεηψλ γηα πνιιέο δεθαεηίεο εμαηηίαο ηνπ γεγνλφηνο φηη ε 

παξνπζία ηεο ζπλδέεηαη κε ην ζηάδην σξίκαλζεο, ηελ πηθξή γεχζε ηνπ θαξπνχ θαη ε ζπγθέληξσζε 

ηεο εμαξηάηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ ηελ πνηθηιία. (Amiot et al., 1986; 1989) Πξφθεηηαη γηα έλα 

γιπθνδίηε ηεο β-3,4-δηπδξνμπθαηλπιν αηζαλφιεο (πδξνμπηπξνζφιε) πνπ εληνπίδεηαη ζην εζσηεξηθφ 

ησλ θπηηθψλ ηζηψλ. Όηαλ γηα θάπνην ιφγν νη ηζηνί ππνζηνχλ βιάβε, ε έλσζε πδξνιχεηαη πξνο 

ζρεµαηηζµφ ηεο άγιπθεο πνπ ζηε ζπλέρεηα αιιειεπηδξά µε ηηο θπηηθέο πξσηεΐλεο θαζηζηψληαο µε 

δπλαηή ηελ πέςε ηνπο (Jensen et al., 2002). Ζ παξνπζία ηεο ζπγθεθξηµέλεο έλσζεο δηαπηζηψζεθε 

λα ππάξρεη ηφζν ζηνπο θαξπνχο φζν θαη ζηα θχιια ηνπ ειαηφδεληξνπ (Olea europaea) ζηηο αξρέο 

ηνπ 20νπ αηψλα.   

Καηά ηελ σξίµαλζε ηνπ θαξπνχ, πηζαλψο, ιφγσ ηεο δξάζεο ελδχµσλ (εζηεξάζεο, β-γιπθνζηδάζε), 

ηελ θαηεξγαζία ηνπ ειαηφθαξπνπ ή αθφµα θαη θαηά ηε δηαδηθαζία παξαγσγήο ηνπ ειαηνιάδνπ ε 

ζπγθεθξηµέλε έλσζε είλαη δπλαηφ λα ππνζηεί αιιαγέο ζηε δνµή ηεο θαη λα δψζεη µεγάιν αξηζµφ 

παξαγψγσλ (Soler-Rivas et al., 2000). Έηζη, γηα παξάδεηγµα, θαηά ηελ σξίµαλζε ηεο ειηάο ε 

ειεπξσπαΐλε µεηαηξέπεηαη ζηαδηαθά ζηελ απνµεζπινειαηνεπξσπαΐλε. Άιιεο αιιαγέο πνπ 

ζπµβαίλνπλ ζηε δνµή ηεο είλαη θαη ε πδξφιπζε ηνπ γιπθνδίηε πξνο ζρεµαηηζµφ ηεο αγιπθφλεο θαη 

ηζνµεξψλ ηεο ελψζεσλ (Montedoro et al., 1993). Δπηπιένλ, είλαη δπλαηή ε δηάλνημε ηνπ δαθηπιίνπ 

ηνπ ειελνιηθνχ νμένο, ε απνθαξβνμπιίσζε ή ηειηθά ν ζρεµαηηζµφο µηθξφηεξνπ µνξηαθνχ βάξνπο 

ελψζεσλ φπσο ε πδξνμπηπξνζφιε θαη ν νμηθφο ηεο εζηέξαο (Brenes et al., 1999).  

 

Ζ έλσζε ιηγζηξνζίδην απαληάηαη θπξίσο ζηνπο αλψξηκνπο πξάζηλνπο θαξπνχο θαη ε ζπγθέληξσζε 

ηεο κεηψλεηαη θαηά ηελ σξίκαλζε ησλ θαξπψλ (Bianchi,2003)  παξ‘ φια απηά ειάρηζηε πνζφηεηα 

αληρλεχεηαη  θαη ζηνπο καχξνπο θαξπνχο (Romero et al., 2002a). 

 Ζ παξνπζία ηεο έλσζεο verbascoside θπξίσο ζηα θχιια ηεο ειηάο (ειάρηζηε πνζφηεηα έρεη 

αληρλεπζεί θαη ζην ειαηφιαδν) θαη ηεο έλσζεο nuzhenide ζηνλ ζπφξν, επηζεκαίλεηαη ζηελ 

πιεηνςεθία ησλ δεκνζηεπκέλσλ κειεηψλ. Αληίζεηα ιηγφηεξεο πιεξνθνξίεο είλαη δηαζέζηκεο γηα 
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άιιεο θαηλνιηθέο ελψζεηο φπσο θιαβφλεο, θιαβνλφιεο ή άιια ζπζηαηηθά φπσο αλζνθπαλίλεο ζηνπο 

καχξνπο θαξπνχο (Tsimidou et al., 1992). 

Δπηθεληξψλνληαο ζηελ εμέιημε ησλ θαηλνιψλ θαηά ηελ σξίκαλζε ησλ ειαηνθάξπσλ  θαη ζηνλ ηξφπν 

κε ηνλ νπνίν ην πεξηερφκελν ζε θαηλφιεο ζπλδέεηαη κε ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο επνρήο ζπγθνκηδήο, νη 

πεξηζζφηεξεο δεκνζηεχζεηο ζπγθξίλνπλ ηελ ζπγθέληξσζε κεκνλσκέλσλ θαηλνιηθψλ ελψζεσλ 

κεηαμχ πξάζηλσλ θαη καχξσλ θαξπψλ (Amiot et al., 1986; Bianchi 2003; Bianco et al., 2001; 

Cardoso et al., 2005; Esti et al., 1998; Gomez-Rico et al., 2008; Jemai et al., 2009; Morello et al., 

2004; Romero et al., 2002a, b; Ryan et al., 1999a ,2003)  Γηαπηζηψζεθε φηη ε ζπγθέληξσζε ηεο 

ειεπξσπαΐλεο απμάλεηαη απφ ηνπο πξάζηλνπο ζηνπο καχξνπο θαξπνχο θαηά 30-40%, ε ζπγθέληξσζε 

ηεο απνκέζπινειεπξσπαΐλεο απμάλεηαη εσο θαη 75%, ηεο πδξνμπηπξνζφιεο απμάλεηαη θαηά 20% 

θαηά ηελ σξίκαλζε ηνπ θαξπνχ ελψ ηεο ηπξνζφιεο δηπιαζηάδεηαη ζηνπο καχξνπο θαξπνχο. 

Οη αιιαγέο ζηηο ζπγθεληξψζεηο ησλ επηκέξνπο ελψζεσλ εμαξηψληαη φρη κφλν απφ ην ζηάδην 

σξίκαλζεο, ε νπνία δηαξθεί αξθεηνχο κήλεο αιιά επίζεο απφ ηελ πνηθηιία, ηε δηαζεζηκφηεηα ηνπ 

λεξνχ, ηελ ζεξκνθξαζία θαη ηηο θαιιηεξγεηηθέο ηερληθέο (Morello et al., 2004)  Υαξαθηεξηζηηθφ 

παξάδεηγκα απνηειεί ην γεγνλφο φηη ε ζπγθέληξσζε ηεο ηπξνζφιεο είλαη απμεκέλε ζηα ειαηφδεληξα 

πνπ έρνπλ ππνζηεί πδαηηθή θαηαπφλεζε (Gomez Rico et al., 2006; Marsilio et al., 2006; Romero et 

al., 2002b) 

Σν θαηλνιηθφ πνηνηηθφ θαη πνζνηηθφ πξνθίι δηαθέξεη κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ πνηθηιηψλ. Έρεη βξεζεί, 

κάιηζηα, φηη ε απνκέζπινειεπξσπαΐλε κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο πνηθηιηαθφο δείθηεο, θαζψο δελ 

απαληάηαη ζε φιεο ηηο πνηθηιίεο (Esti et al., 1998). Αμηνζεκείσην είλαη φηη νη κηθξφθαξπεο πνηθηιίεο, 

φπσο ε Κνξσλέηθε, ραξαθηεξίδνληαη απφ πςειή πεξηεθηηθφηεηα ζε ειεπξσπαΐλε θαη ρακειή ζε 

βεξκπαζθνζίδην, ελψ ην αληίζεην ζπκβαίλεη ζηηο κεγαιφθαξπεο πνηθηιίεο (Amiot et al., 1986). 

ηνλ παξαθάησ πίλαθα (πηλ.2) έρνπλ ηαμηλνκεζεί ζε πέληε νκάδεο νη θαηλνιηθέο ελψζεηο πνπ 

απαληψληαη ζηνπο θαξπνχο ηεο ειηάο (Ghanbari et al., 2012). 
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Φαηλνιηθέο ελώζεηο ζηνλ ειαηόθαξπν 

Flavonols Quercetin-3-rutinoside, Luteolin-7-glucoside,                                  

Luteolin-5-glucoside,     Apigenin-7-glucoside 

 

Phenolic acids 

Chlorogenic acid,    Caffeic acid,     p-Hydroxybenzoic acid, 

Protocatechuic acid,   Vanilic acid,        Syringic acid,                      p-

Coumaric acid,       o-Coumaric acid,   Ferulic acid, Sinapic acid,         

Benzoic acid,         Cinnamic acid,      Gallic acid 

Phenolic alcohols (3,4-Dihydroxyphenyl) ethanol (3,4-DHPEA), 

(p-Hydroxyphenyl) ethanol (p-HPEA) 

Secoiridoids Oleuropein, Demethyloteuropein, Ligstroside, Nuzhenide 

Hydroxycinnamic acid 

derivatives 

Verbascoside 

Πηλ. 2: Οη θαηλνιηθέο ελψζεηο πνπ απαληψληαη ζηνπο θαξπνχο ηεο ειηάο θαηαλεκεκέλεο                                

ζε πέληε νκάδεο (Ghanbari et al., 2012). 

 

2.1.2  Διαηόιαδν 

Ζ παξνπζία ησλ βηνθαηλνιψλ ζην ειαηφιαδν, εθηφο απφ ηηο αληηνμεηδσηηθέο ηδηφηεηεο πνπ ηνπ 

πξνζδίδεη, δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηηο ρεκηθέο, νξγαλνιεπηηθέο θαη ζξεπηηθέο ηδηφηεηεο 

ηνπ παξζέλνπ ειαηνιάδνπ. Οη θαηλνιηθέο ελψζεηο πνπ βξίζθνληαη ζην παξζέλν ειαηφιαδν θαη 

αλήθνπλ ζηελ θαηεγνξία ησλ ιεγφκελσλ πνιηθψλ ζπζηαηηθψλ ηνπ ειαίνπ, εκπνδίδνπλ ηελ νμείδσζε 

ηνπ, απνηεινχλ ηε βάζε ηεο εμαηξεηηθήο ηνπ ζεξκηθήο ζηαζεξφηεηαο θαη ζπλεηζθέξνπλ επίζεο ζην 

ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ άξσκα θαη γεχζε. ε αληίζεζε κε ηα άιια θπηηθά έιαηα ην παξζέλν ειαηφιαδν 

ιακβάλεηαη κε θπζηθή πίεζε απφ φινλ ηνλ θαξπφ θαη γηα απηφ δηαηεξνχληαη νη θαηλνιηθέο ηνπ 

νπζίεο. Σν εμεπγεληζκέλν ειαηφιαδν δελ πεξηέρεη θαηλφιεο, επεηδή απηέο σο πνιηθά ζπζηαηηθά, 

παξαζχξνληαη ζρεδφλ νινθιεξσηηθά απφ ηα πδαηηθά δηαιχκαηα ηνπ εμεπγεληζκνχ. 

 H ζχλζεζε ησλ θαηλνιψλ είλαη πνιχπινθε θαη ε ζπγθέληξσζε ηνπο ζην ειαηφιαδν εμαξηάηαη απφ 

πνηθίινπο παξάγνληεο ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ ζηαδίνπ σξίκαλζεο, ηελ πνηθηιία, ηελ επνρή, ηελ 

ζπζθεπαζία, ηελ απνζήθεπζε, ηηο θιηκαηνινγηθέο ζπλζήθεο θαη ηνλ βαζκφ ηεο ηερλνινγίαο πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ παξαγσγή ηνπ (Boskou et al., 2005) Ζ πεξηεθηηθφηεηα ησλ θαηλνιψλ ζην 
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κεζαλνιηθφ εθρχιηζκα ηνπ ειαίνπ κπνξεί λα θπκαίλεηαη κεηαμχ 40 θαη 900mg/ kg (Baldioli et al., 

1996).Οη θχξηεο θαηεγνξίεο ησλ θαηλνιψλ ζην παξζέλν ειαηφιαδν είλαη ηα θαηλνιηθά νμέα, νη 

θαηλνιηθέο αιθνφιεο, νη πδξνμχ- ηζνθξνκάλεο, ηα θιαβνλνεηδή, ηα ζεθνηξηδνεηδή θαη νη ιηγλάλεο. 

ηνλ παξαθάησ πίλαθα (πηλ.3) αλαθέξνληαη ηα θαηλνιηθά πνπ απαληψληαη ζην ειαηφιαδν (Ghanbari 

et al., 2012). 

Πηλ. 3: Οη θαηλνιηθέο ελψζεηο πνπ απαληψληαη ζην ειαηφιαδν θαηαλεκεκέλεο                                                         

ζε έμη νκάδεο (Ghanbari et al., 2012). 

Φαηλνιηθέο ελώζεηο ζην ειαηόιαδν 

 

Simple phenolic acids and related 

compounds 

Syringic acid,    vanillic acid,    p -coumaric acid,      o -

coumaric acid,  gallic acid,  caffeic  acid,         

protocatechuic acid,     ferulic acid,    p -hydroxybenzoic 

acid,   cinnamic acid,  benzoic acid 

 

Simple phenols 

(3,4-Dihydroxyphenyl) ethanol (3,4 DHPEA) 

hydroxytyrosol,      hydroxytyrosol acetate,                        

( p -hydroxyphenyl) ethanol ( p -HPEA),  tyrosol,          

tyrosol acetate, (3,4-dihydroxyphenyl)ethanol-glucoside, 

vanillin 

 

 

Complex oleuropein derivatives 

Dialdehydic form of decarboxymethyl elenolic acid linked 

to 3,4-DHPEA (3,4 DHPEA-EDA),  dialdehydic form of 

decarboxymethyl elenolic acid linked to p -HPEA              

( p -HPEA-EDA),  oleuropein aglycon (3,4 DHPEA-EA),    

ligstroside aglycon,  p-HPEA-derivative, dialdehydic form 

of oleuropein aglycon, dialdehydic form of ligstroside 

aglycon,    elenolic acid (free and glycoside) 

Flavonoids Apigenin,   luteolin 

Lignans (+)-1-Acetoxypinoresinol,  (+)-pinoresinol 

Hydroxy-isocromans 1-phenyl-6,7-dihydroxy-isochroman, 1-(39-methoxy-49-

hydroxy) phenyl-6, 7-dihydroxy- isochroman 
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Σα θαηλνιηθά νμέα, νη θαηλνιηθέο αιθνφιεο, νη πδξνμπ-ηζνθξνκάλεο θαη ηα θιαβνλνεηδή 

απαληψληαη ζε κηθξέο πνζφηεηεο ζην έμηξα παξζέλν ειαηφιαδν ελψ αληίζεηα ηα ζεθνηξηδνεηδή θαη 

νη ιηγλάλεο απνηεινχλ ηα θχξηα θαηλνιηθά ζπζηαηηθά ηνπ ιαδηνχ ( Bianco et al., 2001; Montedoro 

and G.F. 1972).  Σν πεξηερφκελν ζε θαηλνιηθά νμέα είλαη ζπλήζσο ιηγφηεξν απφ 1mg/kg ζην 

ειαηφιαδν ( Bendini et al., 2007). 

Ζ ειεπξσπαΐλε θαη ην ιηγζηξνζίδην έρνπλ επίζεο επηζεκαλζεί σο νη ειάρηζηεο πδξφθηιεο θαηλφιεο 

πνπ απαληψληαη ζην ειαηφιαδν (Owen et al., 2000; Rovellini and Cortesi 2002). Οη ελψζεηο 3,4-

δηπδξνμπθαηλπι-αηζαλφιε (3,4- DHPEA) θαη p-πδξνμπθαηλπι-αηζαλφιε (p-HPEA) απνηεινχλ ηηο 

θχξηεο θαηλνιηθέο αιθνφιεο ηνπ ειαηνιάδνπ. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπο είλαη ζπλήζσο ρακειή ζην 

θξέζθν ιάδη αιιά απμάλεηαη θαηά ηελ δηάξθεηα απνζήθεπζεο ηνπ (Montedoro et al., 1992), ιφγσ 

ηεο πδξφιπζεο ησλ ζεθνηξηδνεηδψλ πνπ νδεγά ζηελ παξαγσγή ηεο πδξνμπηπξνζφιεο (3,4- DHPEA) 

θαη ηεο ηπξνζφιεο (p-HPEA) (Brenes et al., 2001). 

2.1.3 Φύιια ειηάο 

Ηζηνξηθά, ηα θχιια ηεο ειηάο έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί επξέσο σο ζεξαπεία γηα ηελ αληηκεηψπηζε ηνπ 

ππξεηνχ θαη άιισλ αζζελεηψλ φπσο ε εινλνζία (Gucci et al., 1997; Fernandez-Escobar et al., 1999; 

Ciafardini and Zullo,2002) ζηηο Δπξσπαηθέο θαη Μεζνγεηαθέο ρψξεο φπσο ε Διιάδα, Ηηαιία, 

Ηζπαλία, Γαιιία, Σνπξθία, Παιαηζηίλε, Μαξφθν θαη Σπλεζία. χκθσλα κε κειέηεο έρεη δεηρζεί πσο 

ηα θχιια ηεο ειηάο πεξηέρνπλ βηνδξαζηηθέο ελψζεηο κε αληηνμεηδσηηθέο, αληη-ππεξηαζηθέο, αληη-

θιεγκνλψδεηο, ππνγιπθαηκηθέο θαη ππνρνιεζηεξνιαηκηθέο ηδηφηεηεο (Karakaya, 2009). Δπηπιένλ 

ηδηφηεηεο πνπ θέξνπλ είλαη ε κείσζε ηεο πίεζεο ηνπ αίκαηνο, ε αχμεζε ηεο ξνήο ηνπ αίκαηνο ζηηο 

αξηεξίεο, ε κείσζε ηεο αξξπζκίαο θαη ε πξφιεςε ησλ εληεξηθψλ ζπαζκψλ (Khayyal et al., 2002; 

Zarzuelo 1991; Pereira et al., 2007). Σν εθρχιηζκα απφ ηα θχιια ηεο ειηάο θέξεη ηζρπξή 

κηθξνβηνθηφλν δξάζε έλαληη βαθηεξίσλ, κπθήησλ θαη ηνπ κπθνπιάζκαηνο (Lee O. and Lee B. 2010; 

Benavente-Garcia et al., 2000; Briante et al. 2003; Skerget et al., 2005) 

Σα παξαπάλσ νθέιε γηα ηελ πγεία πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ αμηνπνίεζε ησλ θχιισλ ειηάο 

ζρεηίδνληαη κε ηελ παξνπζία κηθξψλ κνξηαθνχ βάξνπο πνιπθαηλνιψλ φπσο είλαη ε ειεπξσπαΐλε 

(εψο 60-90mg/g μεξνχ βάξνπο θχιισλ), πδξνμπηπξνζφιε, ηπξνζφιε, ηνθνθεξφιε, παξάγσγα 

ειελνιηθνχ νμένο, θαθεηθφ νμχ, θνπκαξηθφ νμχ θαη βαληιηθφ νμχ θαζψο θαη ηα θιαβνλνεηδή: 

ινπηενιίλε (luteolin), δηνζκίλε (diosmetin), ξνπηίλε (rutin), ινπηενιίλε-7-γιπθνδίηεο (luteolin-7-

glucoside), απηγελίλε-7-γιπθνδίηεο (apigenin-7-glucoside) θαη δηνζκεηίλε-7-γιπθνδίηεο (diosmetin-

7-glucoside) (Ryan et al., 2003; Bianco and Uccella, 2000; Tasioula-Margari and Ologeri, 2001) . 
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Έρεη επίζεο βξεζεί πσο νη ζπλδπαζκέλεο θαηλνιηθέο ελψζεηο παξνπζηάδνπλ πςειφηεξε 

αληηκηθξνβηαθή δξάζε ζπγθξηηηθά κε ηηο κεκνλσκέλεο θαηλφιεο (Lee O. and Lee B., 2010). 

Δμαηηίαο ησλ παξαπάλσ ηδηνηήησλ θαη ησλ πνιχηηκσλ βηνθαηλνιηθψλ ζπζηαηηθψλ ε ρξήζε 

νιφθιεξνπ ηνπ θχιινπ ηεο ειηάο αιιά θαη ηνπ εθρπιίζκαηνο έρεη αμηνπνηεζεί ηφζν απφ 

θαξκαθεπηηθέο φζν θαη απφ βηνκεραλίεο ηξνθίκσλ (Fernandez-Escobar et al., 1999; Pereira et al., 

2007; Delgado-Pertinez et al., 2000). 

2.2  Βηνζχλζεζε θαη θαηαβνιηζκφο ησλ βηνθαηλνιψλ ηεο ειηάο 

Ζ βηνζχλζεζε ησλ ζεθνηξηδνεηδψλ (ειεπξσπαΐλε θαη ηα παξάγσγα ηεο) ζηελ ειηά πξαγκαηνπνηείηαη 

κέζσ κηαο δηαθιάδσζεο ζην κνλνπάηη ηνπ κεβαινληθνχ νμένο ζην νπνίν ζπλδπάδνληαη ε ζχλζεζε 

ησλ ηεξπελίσλ θαη ν κεηαβνιηζκφο ησλ θαηλπινπξνπαλνεηδψλ (εηθ.5). Δλψ ε κεηαβνιηθή νδφο ησλ 

θαηλπινπξνπαλνεηδψλ έρεη δηαιεπθαλζεί, ε βηνζπλζεηηθή νδφο ησλ ζεθνηξηδνεηδψλ δελ έρεη 

δηεπθξηληζηεί πιήξσο κέρξη ζήκεξα, παξφια απηά έρεη πξνηαζεί έλα κνλνπάηη γηα νξηζκέλα είδε 

Oleaceae (Obied et al., 2008; Damtoft et al., 1995; Damtoft et al., 1995). 

 

Δηθ.5: Ο ζπλδπαζκφο ηεο κεηαβνιηθήο νδνχ ησλ θαηλπινπξνπαλνεηδψλ κε ηνπ κεβαινληθνχ νμένο               

γηα ηνλ ζρεκαηηζκφ ησλ παξαγψγσλ ησλ ζεθνηξηδνεηδψλ. 
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Σα ζεθνηξηδνεηδή πξνέξρνληαη απφ νιενδίηεο. Ζ ζπζζψξεπζε ησλ ζεθνηξηδνεηδψλ είλαη κηα 

ειεγρφκελε δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία ε έθθξαζε θαη ε ζχλζεζε ηνπο πνηθίινπλ κεηαμχ ησλ 

δηαθνξεηηθψλ πνηθηιηψλ, ησλ ηζηψλ, ηνπ αλαπηπμηαθνχ ζηαδίνπ θαη ησλ δηαθνξεηηθψλ απνθξίζεσλ 

ζε πνηθίιεο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο (Malik and Bradford, 2008). 

Ζ πξνηεηλφκελε βηνζπλζεηηθή νδφο ηεο ειαηνεπξσπαίλεο ζχκθσλα κε ηνπο Obied et al. (2008)  

παξνπζηάδεηαη ζηελ παξαθάησ εηθφλα: 

 

 

Δηθ 6.. Πξνηεηλφκελν βηνζπλζεηηθφ κνλνπάηη ηεο ειαηνεπξσπαίλεο (Obied et. al.,2008).    (I) mevalonic acid,    

(II) geraniol,  (III) 10-hydroxygeraniol,    (IV) iridoidal,      (V) iridotrial,        (VI) deoxyloganic acid 

glycone,           (VII) deoxyloganic acid,    (VIII) 7-epi-loganic acid,          (IX) 7-ketologanic acid,        (X) 7-

ketologanin,             (XI) oleoside 11-methyl ester,        (XII) 7-1-D-glucopyranosyl 11-methyl oleoside,     

(XIII) ligstroside, and   (XIV) oleuropein. 
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χκθσλα κε ηελ παξαπάλσ εηθφλα, ν ζθειεηφο άλζξαθα ησλ ζεθνηξηδνεηδψλ παξέρεηαη απφ ην 

κεβαινληθφ νμχ. Ζ γεξαληφιε, ε 10-πδξνμπγεξαληφιε, ε 10-πδξνμπλεξφιε θαη ηα ηξηδνεηδή 

απνηεινχλ πξφδξνκεο ελψζεηο ηεο ινγγαλίλεο (loganin). To κνλνπάηη απηφ δείρλεη πσο ην δενμπ-

ινγγαληθφ νμχ, ην 7-επη-ινγγαληθφ νμχ, ην 7-θεηνινγγαληθφ νμχ θαη ε 7-θεηνινγγαλίλε είλαη νη 

ηειεπηαίεο πξφδξνκεο, ηξηδνεηδείο ελψζεηο πνπ νδεγνχλ ζηε ζχλζεζε ηνπ ιηγζηξνζηδίνπ θαη ηειηθά 

ζηε ζχλζεζε ηεο ειεπξσπαΐλεο (Gutierrez-Rosales et al., 2010; Damtoft et al., 1993; Jensen et al., 

2002). 

ε πξφζθαηε δεκνζηεπκέλε κειέηε (Alagna et al., 2012), απφ ηελ βάζε δεδνκέλσλ ηεο ειηάο (Olea 

fruit EST database) επηιέρζεθαλ 27 κεηαγξαθήκαηα κε θξηηήξην ηελ πηζαλή ζπκκεηνρή ηνπο ζην 

κνλνπάηη βηνζχλζεζεο ησλ δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ ηεο ειηάο (ζεθνηξηδνεηδή, θαηλνιηθά, 

ηεξπέληα θαη ζηεξφιεο) (Morello et al., 2004). Σα γνλίδηα πνπ εκπιέθνληαη ζηε βηνζχλζεζε ησλ 

ζεθνηξηδνεηδψλ δελ έρνπλ αθφκε ηαπηνπνηεζεί εμαηηίαο ηνπ γεγνλφηνο φηη ζπληίζεληαη κφλν ζε έλα 

πεξηνξηζκέλν αξηζκφ εηδψλ ησλ νπνίσλ νη αθνινπζίεο ησλ γνληδησκάησλ ηνπο δελ έρνπλ αθφκε 

θαηαγξαθεί. Δίλαη πηζαλφ λα πξνβιεθζνχλ θάπνηεο απφ ηηο ελδπκηθέο ιεηηνπξγίεο παξαηεξψληαο 

παξφκνηα βηνζπλζεηηθά κνλνπάηηα θαιά ραξαθηεξηζκέλσλ θπηηθψλ εηδψλ, φπσο ην κνλνπάηη 

βηνζχλζεζεο ηλδνιαιθαινεηδψλ ζην Catharanthus roseus (Collu et al., 2001; Irmler et al., 2000; 

Murata et al., 2008)  ηελ εηθφλα πνπ αθνινπζεί γίλεηαη αλαπαξάζηαζε ηεο πηζαλήο βηνζπλζεηηθήο 

νδνχ ησλ θχξησλ δεπηεξνγελψλ ελψζεσλ ηεο ειηάο θαη θαίλεηαη πσο ε βηνζχλζεζε ησλ 

ζεθνηξηδνεηδψλ ζπλδέεηαη κε ηα κνλνπάηηα βηνζχλζεζεο ησλ θαηλπινπξνπαλνεηδψλ, ζηεξνιψλ θαη 

ηεξπελνεηδψλ (Alagna et al., 2012). 
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Δηθ.7:ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ πηζαλψλ βηνζπλζεηηθψλ κνλνπαηηψλ ησλ θχξησλ δεπηεξνγελψλ 

κεηαβνιηηψλ ηεο ειηάο. MEP pathway: plastidial 2-C-methyl-d-erythritol 4-phosphate, MVA pathway: 

cytosolic mevalonate, GPP: Geranyl diphosphate. Σα δηαθεθνκκέλα βέιε δείρλνπλ βηνζπλζεηηθά ζηάδηα πνπ 

δελ έρνπλ ηαπηνπνηεζεί.  

 

Σα πξψηα δεδνκέλα ζε επίπεδν ηξαλζθξηπηφκαηνο γηα ηελ ειηά δεκνζηεχζεθαλ πξφζθαηα 

θαζηζηψληαο κηα ζεκαληηθή πεγή γηα ηελ ηαπηνπνίεζε γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηνλ κεηαβνιηζκφ 

ηνπ θπηνχ (Alagna et al., 2009; Galla et al., 2009). Ο θαηαβνιηζκφο ηεο ειεπξσπαΐλε 

πξαγκαηνπνηείηαη θαηά ηελ σξίκαλζε, ηελ απνζήθεπζε θαη ηελ επεμεξγαζία ησλ ειαηνθάξπσλ  

(Gutierrez-Rosales et al., 2010; Piperno et al., 2004). Ζ απνηθνδφκεζε ησλ νιενδηηηθψλ 

ζεθνηξηδνεηδψλ κπνξεί  λα ζπκβεί είηε ελδπκηθά είηε ρεκηθά (Jemai et al., 2009). Έρεη επίζεο βξεζεί 

πσο ν θαηαβνιηζκφο ηεο ειεπξσπαΐλε ζε ειελνιηθφ νμχ ή απνκέζπινεπξσπαίλε πξαγκαηνπνηείηαη 

κέζσ ηεο θαηαιπηηθήο δξάζεο ησλ εζηεξαζψλ ζηνπο ψξηκνπο θαξπνχο (Riachy et al., 2011). 

Δπηπιένλ πηζαλφο είλαη θαη ν ζρεκαηηζκφο ηεο αγιπθφλεο ειαηνεπξσπαηλεο απφ ηηο β-γιπθνζηδάζεο 

θαηά ηελ ζχλζιηςε ησλ θαξπψλ θαη ηηο δηαδηθαζίεο κάιαμεο. O Obied θαη νη ζπλεξγάηεο ηνπ, 

αλαθέξνπλ ηελ πηζαλή κεηαηξνπή ησλ νιενδηηψλ θαηά ηελ σξίκαλζε, ηελ κεηαπνηήζε θαη ηνλ 

ρεηξηζκφ ησλ θαξπψλ πνπ θαηαιήγεη ζηνλ ζρεκαηηζκφ 25 παξάγσγσλ ελψζεσλ ηεο ειεπξσπαΐλεο 

(Obied et al., 2008). Σέινο, έρεη πεξηγξαθεί ε δξάζε ηεο ππεξνμεηδάζεο (POD) θαη ηεο 
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πνιπθαηλνινμεηδάζεο (PPO) ζηηο νμεηδσηηθέο αληηδξάζεηο ησλ παξάγσγσλ ελψζεσλ ησλ 

ζεθνηξηδνεηδψλ θαζψο ηα έλδπκα απηά νμεηδψλνπλ κνλνθαηλφιεο θαη ν- δηθαηλφιεο (Ortega-Garcia 

and Peragon,2009). 

 

3. XΡΩΜΟΠΡΩΣΔΙΝΔ ΜΔΣΑΦΟΡΑ ΗΛΔΚΣΡΟΝΙΩΝ: ΚΤΣΟΥΡΩΜΑΣΑ 

Οη ρξσκνπξσηείλεο είλαη ζχκπινθεο πξσηείλεο θαη, φπσο ππνδειψλεη θαη ην φλνκα ηνπο, είλαη 

έγρξσκεο γηαηί απνξξνθνχλ νξηζκέλα κήθε θχκαηνο ηεο δψλεο ηνπ νξαηνχ θάζκαηνο ηεο 

ειεθηξνκαγλεηηθήο αθηηλνβνιίαο. Ζ απνξξφθεζε ηνπ θσηφο νθείιεηαη ζηε πξνζζεηηθή ηνπο νκάδα, 

δειαδή ζην κε πξσηεηληθφ ηκήκα ηνπ κνξίνπ ηνπο, πνπ είλαη δπλαηφ λα είλαη: έλα κέινο ησλ 

πνξθπξηλψλ, φπσο ε αίκε (ζηελ πεξίπησζε απηή ηα αληίζηνηρα κφξηα νλνκάδνληαη αηκνπξσηείλεο), 

έλα κεηαιιηθφ ηφλ (κεηαιινπξσηείλεο) θαη έλα νξγαληθφ κφξην, φπσο ην FAD ή ην FMN πνπ είλαη 

παξάγσγα ηεο θιαβίλεο (θιαβηλνπξσηείλεο). 

Σα θπηνρξψκαηα απνηεινχλ κηα κεγάιε νκάδα ρξσκνπξσηεηλψλ, ε πξνζζεηηθή νκάδα ησλ νπνίσλ 

είλαη φκνηα ή παξφκνηα ηνπ κνξίνπ αίκεο ησλ αηκνζθαηξηλψλ. Ζ ιεηηνπξγία ησλ θπηνρξσκάησλ σο 

δφηεο θαη δέθηεο ειεθηξνλίσλ (νμεηδναλαγσγηθνί θαηαιχηεο) επηηπγράλεηαη κε ηηο αληηζηξεπηέο 

κεηαβνιέο ηνπ αξηζκνχ νμείδσζεο ηνπ ζηδήξνπ, πνπ ελαιιάζζεηαη κεηαμχ ηεο αλεγκέλεο δηζζελνχο 

κνξθήο Fe(II) θαη ηεο νμεηδσκέλεο ηξηζζελνχο κνξθήο Fe(III): 

Fe
2+             

Fe
3+ 

                                                                                                                                                                        
  

Σα δηάθνξα θπηνρξψκαηα δηαθέξνπλ κεηαμχ ηνπο είηε ζην πξσηεηληθφ ηνπο ηκήκα ή ζηνλ ηξφπν 

ζχλδεζεο ηεο πξνζζεηηθήο ηνπο νκάδαο κε ην πξσηεηληθφ ηκήκα ή ζηνπο δηάθνξνπο ππνθαηαζηάηεο 

ηνπ πνξθπξηληθνχ δαθηπιίνπ. Οη δηαθνξέο απηέο νθείινληαη θαηά θχξην ιφγν ηφζν ζηα δηαθνξεηηθά 

ηνπο θάζκαηα απνξξφθεζεο ηεο ειεθηξνκαγλεηηθήο αθηηλνβνιίαο ζηε δψλε ηνπ νξαηνχ αιιά 

επίζεο θαη ζηελ αλαγσγηθή ηνπο ηθαλφηεηα (Γηακαληίδεο,2007). 

 

 Καηεγνξίεο θπηνρξσκάησλ 

Με βάζε ινηπφλ ηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπο θάζκαηα θαη ηε ρεκηθή ηνπο δνκή, ηα θπηνρξψκαηα 

ρσξίδνληαη ζε ηξεηο θχξηεο νκάδεο: ηελ νκάδα a, ηελ νκάδα b θαη ηελ νκάδα c. H πξνζζεηηθή νκάδα 

ηεο νκάδαο b είλαη ε αίκε, φπσο ζηελ αηκνζθαηξίλε θαη ζηε κπνζθαηξίλε, ε νπνία ζπλδέεηαη κε 
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αζζελείο ειεθηξνζηαηηθνχο δεζκνχο κε ην πξσηεηληθφ ηκήκα. Δπίζεο θαη ζηα θπηνρξψκαηα ηεο 

νκάδαο c ε πξνζζεηηθή νκάδα είλαη ε αίκε ε νπνία φκσο ζπλδέεηαη κε δχν ηζρπξνχο ζεηναηζεξηθνχο 

δεζκνχο κε ην πξσηεηληθφ ηκήκα. Καζέλαο απφ ηνπο ζεηναηζεξηθνχο δεζκνχο αλαπηχζζεηαη κεηαμχ 

κηαο ζνπιθπδξπιηθήο νκάδαο ηεο θπζηείλεο ηεο πνιππεπηηδηθήο αιχζηδαο θαη κηαο βηλπιηθήο 

νκάδαο ηεο αίκεο. Καη ηέινο ε πξνζζεηηθή νκάδα ησλ θπηνρξσκάησλ ηεο α νκάδαο είλαη 

δηαθνξεηηθή ηνπ κνξίνπ ηεο αίκεο θαη νλνκάδεηαη αίκε a ή θπηναηκίλε. Μηα κπξκεθηθή (-CHO) 

αληηθαζηζηά κηα κεζπιηθή νκάδα θαη κηα κεγάιε αιεηθαηηθή αιπζίδα αηφκσλ άλζξαθα αληηθαζηζηά 

κηα βηλπιηθή νκάδα ζηνλ βαζηθφ πνξθπξηληθφ δαθηχιην. Κχξηα κέιε ηεο νκάδαο είλαη ην cyt α θαη 

cyt α3 . (Γηακαληίδεο,2007). 

 

3.1 Σα θπηνρξψκαηα P-450 

Μηα κεγάιε νκάδα θπηνρξσκάησλ κε έληνλε παξαιιαθηηθφηεηα απνηεινχλ  ηα θπηνρξώκαηα P-

450. O φξνο Ρ450 πξνέξρεηαη απφ ηελ κέγηζηε νπηηθή ηνπο απφξξνθεζε ζηα 450nm 

παξνπζηάδνληαο ηε ραξαθηεξηζηηθή θνξπθή Soret (εηθφλα 8), φηαλ ην έλδπκν βξίζθεηαη ζε αλεγκέλε 

κνξθή θαη ζε ζχκπινθν κε ην κνλνμείδην ηνπ άλζξαθα (Denisov et al., 2005).  Αξρηθά ζεσξήζεθε 

φηη ην P450 θπηφρξσκα πξφθεηηαη γηα έλα θαη κνλαδηθφ έλδπκν αιιά ζχληνκα έγηλε ζαθέο φηη 

ζπγθαηαιέγεηαη ζε κηα νκάδα ελδχκσλ, θαη  ην θαζέλα θέξεη δηαθνξεηηθή ζέζε ζχλδεζεο 

ππνζηξψκαηνο θαη ζπγθεθξηκέλα θπζηθνρεκηθά ραξαθηεξηζηηθά (Lewis,2005) 

 

Δηθ. 8: Απνξξφθεζε ηεο ππεξηψδνπο  (UV) 

αθηηλνβνιίαο  ζηα 450nm  πνπ δείρλεη ηελ 

ραξαθηεξηζηηθή θνξπθή Soret.  
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Tα θπηνρξψκαηα Ρ450 είλαη γλσζηά θαη σο κνλνμπγνλάζεο αιιά πέξαλ ηεο πδξνμπιίσζεο, ηα 

έλδπκα απηά θαηαιχνπλ έλα επξχηαην θάζκα αληηδξάζεσλ φπσο αθακίλσζε, αθαινγφλσζε, 

επνμείδσζε, ππεξνμείδσζε, θαη αλαγσγή.  Καζψο φκσο ν ραξαθηεξηζηηθφο ηξφπνο δξάζεο ησλ 

ελδχκσλ απηψλ δελ είλαη ε κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ, αιιά ε κεηαθνξά αηφκσλ νμπγφλνπ, ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηελ χπαξμε ελφο ζνπιθηδηθνχ ππνθαηάζηαηε ζηελ αίκε πνπ είλαη ππεχζπλνο γηα ηηο 

αζπλήζηζηεο θαζκαηηθέο ηδηφηεηεο θαη θαηαιπηηθέο ιεηηνπξγίεο απηψλ ησλ αηκνπξσηετλψλ, ε 

νλνκαζία ‗heme-thiolate proteins‘ πξνηάζεθε απφ ηελ IUB Nomenclature Committee ην 1989. 

Δπνκέλσο ραξαθηεξίδνληαη σο αηκν-ζνπιθηδηθά (heme-thiolate)  έλδπκα  κε νμεηδναλαγσγηθέο 

ηδηφηεηεο (Lewis 2005). Σν ‗θπηφρξσκα Ρ450‘ απνηειεί ηε ζπιινγηθή νλνκαζία κηαο πνιπκεινχο 

ππεξνηθνγέλεηαο πξσηετλψλ, ηα κέιε ηεο νπνίαο πξνήιζαλ απφ έλα θνηλφ πξφγνλν θαη 

δηαθνξνπνηήζεθαλ θαηά ηελ εμειηθηηθή πνξεία, ελψ  είλαη επξχηαηα δηαδεδνκέλα ζε δηάθνξεο 

κνξθέο δσήο, απφ ηα  δψα θαη ηα θπηά, σο ηνπο κχθεηεο θαη ηα βαθηήξηα. Ζ ηξηηνηαγήο δνκή ησλ 

P450 εμειίρζεθε θαηά ηέηνην ηξφπν ψζηε λα έξζνπλ ζε επαθή ζεκαληηθά ζηνηρεία πνπ απαηηνχληαη 

γηα ηνλ θαηαιπηηθφ ξφιν ησλ P450 δειαδή πεξηνρή ζχλδεζεο ηνπ ππνζηξψκαηνο, αίκε, νμπγφλν θαη 

νμεηδναλαγσγηθνί εηαίξνη.     

Έρεη ηεθκεξησζεί πσο ηα P450 ιεηηνπξγνχλ σο επέιηθηνη θαηαιχηεο ζηηο αληηδξάζεηο βηνζχλζεζεο 

θπηηθψλ ελψζεσλ, φπσο νξκφλεο, ιηπαξά νμέα, ζηεξνεηδή θαη ηεξπελνεηδή,  θαη απνηεινχλ ην θιεηδί 

γηα ηελ δηαξζξσηηθή πνηθηινκνξθία θαη  ηελ εμεηδίθεπζε απηψλ ησλ ελψζεσλ (Mizutani and Sato, 

2011; Schuler, 2011). Σν γεγνλφο φηη νη εμεηδηθεπκέλνη απηνί κεηαβνιίηεο (θπξίσο ηα ηεξπελνεηδή) 

ζπκβάιινπλ ζηελ αληηκεηψπηζε δηαθφξσλ ηχπσλ ζηξεο θαη θέξνπλ ηδηφηεηεο επεξγεηηθέο γηα ηνλ 

άλζξσπν, ηηο θαζηζηά ελψζεηο πςεινχ εκπνξηθνχ ελδηαθέξνληνο ζηελ θαξκαθεπηηθή βηνκεραλία θαη 

βηνηερλνινγηθή έξεπλα (Mizutani,2012).  

Σα θπηά πεξηέρνπλ ην κεγαιχηεξν αξηζκφ θπηνρξσκάησλ P450 αλά γνληδίσκα. Σν γνληδίσκα ησλ 

δψσλ πεξηιακβάλεη ιηγφηεξα απφ 100 P450 ελψ ηα αλψηεξα θπηά πεξηέρνπλ πεξηζζφηεξα απφ 250. 

Ο αξηζκφο απηφο ζηα θπηηθά γνληδηψκαηα έρεη απμεζεί θαη ζπλερίδεη λα απμάλεηαη νινέλα θαη 

πεξηζζφηεξν θαη ζε απηφ έρεη ζπκβάιιεη ε ηερλνινγηθή εμέιημε ζηελ αιιεινχρηζε ησλ 

γνληδησκάησλ ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ κείσζε ηνπ θφζηνπο. Καηά ζπλέπεηα απφ ηελ ζηηγκή πνπ 

απμάλεηαη ν αξηζκφο ησλ θπηηθψλ γνληδησκάησλ πνπ αιιεινπρείηαη, λέεο νηθνγέλεηεο θπηηθψλ P450 

έρνπλ αλαθαιπθζεί θαη ππνινγίδνληαη ζηηο 127 (Hamberger and Bak,2013).  Πεξηζζφηεξεο απφ 

5000αιιεινπρίζεηο έρνπλ θαηνρπξσζεί ζηελ βάζε δεδνκέλσλ ησλ θπηψλ (Nelson and Werck-

Reichhart ,2011). πγθεθξηκέλα έρνπλ θαηαγξαθεί ηα εμήο δεδνκέλα φζν αθνξά ηνλ αξηζκφ ησλ 

γλσζηψλ P450 γνληδίσλ, θαη είλαη αμηνζεκείσην ην γεγνλφο φηη ζην θάζε θπηηθφ είδνο ν αξηζκφο ησλ 
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P450 γνληδίσλ αληηπξνζσπεχεη κέρξη θαη ην 1% ηνπ ζπλνιηθνχ γνληδηψκαηνο (Nelson et al., 2004; 

2008). 

 Arabidopsis thaliana: 245 

 ηαθχιη : 316 (Vitis vinifera) 

 φγηα : 332 (Glycine max) 

 Λεχθα : 312 (Populus trichocarpa) 

 Ρχδη : 334 (Oryza sativa) 

 φξγν : 372 (Sorghum bicolor)  

Οη αλαιχζεηο ζε επίπεδν ηξαλζθξηπηφκαηνο ζπκβάιινπλ ζηελ αχμεζε ηαπηνπνίεζεο ησλ P450 

αθνινπζηψλ απφ δηάθνξα είδε θπηψλ. Όκσο νη ιεηηνπξγίεο ησλ πεξηζζφηεξσλ απφ απηψλ είλαη 

αθφκα άγλσζηεο, γηα παξάδεηγκα ζην Arabidopsis thaliana ν αξηζκφο ησλ ιεηηνπξγηθά 

ραξαθηεξηζκέλσλ γνληδίσλ P450 είλαη 60, ην νπνίν ζπλεπάγεηαη φηη πεξηζζφηεξν ηνπ 70% ησλ 245 

γνληδίσλ ρξεηάδεηαη λα ραξαθηεξηζηνχλ (Mizutani and Ohta, 2010). 

 

3.1.1 Ολνκαηνινγία 

Ο ζπλερψο απμαλφκελνο αξηζκφο ησλ Ρ450 είρε πξνθαιέζεη ζχγρπζε ζηελ νλνκαζία ηνπο θαηά ηε 

δεθαεηία ηνπ ‗80, νπφηε θαη επηθξάηεζε ε ζπζηεκαηηθή θαηάηαμή ηνπο ζε νηθνγέλεηεο θαη 

ππννηθνγέλεηεο, κε ζεηξηαθνχο αξηζκνχο, βάζεη  ηνπ βαζκνχ νκνηφηεηάο ηνπο ζε επίπεδν 

αθνινπζίαο. Ζ ζχληκεζε CYP δειψλεη έλα θπηφρξσκα Ρ450 θαη αθνινπζείηαη απφ έλαλ αξηζκφ πνπ 

νλνκάδεη ηελ νηθνγέλεηα. Σα θπηνρξψκαηα αλήθνπλ ζηελ ίδηα νηθνγέλεηα αλ έρνπλ πάλσ απφ 40%  

νκνινγία ζε επίπεδν ακηλνμηθήο αθνινπζίαο. Σνλ αξηζκφ αθνινπζεί έλα θεθαιαίν γξάκκα πνπ 

ζπκβνιίδεη ηελ ππννηθνγέλεηα, ζηελ νπνία εληάζζνληαη δχν κέιε αλ έρνπλ πάλσ απφ 55% νκνινγία. 

Κάζε κεκνλσκέλν κέινο παίξλεη αθνινχζσο, απζαίξεηα έλαλ αξηζκφ, πρ. ην CYP1Α1 απνηειεί έλα 

θπηφρξσκακα πνπ αλήθεη ζηελ ππννηθνγέλεηα Α ηεο νηθνγέλεηαο 1 θαη είλαη ην πξψην κέινο ηεο. Ζ 

νλνκαηνινγία γηα  ηα γνλίδηα είλαη ίδηα κε ησλ πξσηετλψλ, κφλν πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη italics, πρ. 

CYP1A1. Απηφο ν ηξφπνο θαηάηαμεο έρεη επηθξαηήζεη, καδί κε ην ζπκβαηηθφ φλνκα θάζε ελδχκνπ, 

βάζεη ηεο θπζηνινγηθήο ηνπ ιεηηνπξγίαο. 
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 Σα θπηνρξψκαηα Ρ450 ζηα αλψηεξα θπηά  εκπιέθνληαη ζηε βηνζχλζεζε 

δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ, φπσο ιηγλίλεο, θιαβνλνεηδή, ηεξπέληα, αιθαινεηδή, 

θπηναιεμίλεο, ελψ έρεη κειεηεζεί θαη ε ζπκβνιή ηνπο ζηε ζχλζεζε ξπζκηζηψλ αχμεζεο, 

φπσο νη γηββεξειιίλεο, ην ακπζηζηθφ νμχ θαη ηα κπξαζζηλνζηεξνεηδή. Σν ζέκα είλαη φηη ηα 

θπηηθά γνλίδηα ησλ CYP 450 παξνπζηάδνπλ εληνλφηεξε παξαιιαθηηθφηεηα, ζπγθξηηηθά κε 

ηνπο άιινπο επθαξπψηεο, πξάγκα πνπ πηζαλφηαηα ζρεηίδεηαη κε ηελ εκπινθή ηνπο ζηελ 

βηνζχλζεζε δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ, ε πνηθηιία ησλ νπνίσλ ζηα θπηά είλαη ηεξάζηηα. 

Απηή ε ρεκηθή πνηθηιφηεηα ησλ δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ, αληαλαθιάηαη απφ ηε 

δηαθνξεηηθφηεηα ησλ θπηνρξσκάησλ ζε επίπεδν λνπθιενηηδηθήο θαη ακηλνμηθήο αθνινπζίαο                                                                                       

Σα P450 ησλ αλψηεξσλ θπηψλ θαηεγνξηνπνηνχληαη ζηηο εμήο νηθνγέλεηεο:                                                               

CYP 51, 71-99, 701-727, 736. (Hamberger and Søren, 2013) 

 

 

 

Οη πην ζπρλέο αληηδξάζεηο πνπ θαηαιχνπλ ζηα θπηά είλαη θπξίσο νη πδξνμπιηψζεηο, αιιά θαη  

επνμεηδψζεηο, νμεηδσηηθέο αιθπιηψζεηο ή θαηλνιηθέο ζπδεχμεηο. Σν πξψην θπηφρξσκα Ρ 450 πνπ 

βξέζεθε ζηα θπηά ήηαλ ην CYP 71A1 απφ ην  Persea americana (αβνθάλην), (Bozak et al., 1990). 

Απφ θεη θαη πέξα άξρηζαλ θαη νη έξεπλεο ζρεηηθά κε ην ξφιν ησλ ελδχκσλ απηψλ ζηηο δηάθνξεο 

βηνρεκηθέο δηεξγαζίεο φπσο ε βηνζχλζεζε θιαβνλνεηδψλ, θπαλνγφλσλ γιπθνζηδίσλ,  ε ζχλζεζε 

αιθαινεηδψλ, ηεξπελίσλ  , ε απφ-κεζπιίσζε ζηεξνεηδψλ, πδξνμπιίσζε ησλ κπξαζζηλνζηεξνεηδψλ, 

ε βηνζχλζεζε ηνπ DIMBOA (Frey et al., 1997) θαη ε πδξνμπιίσζε ιηπαξψλ νμέσλ (Omura 1999). 

 

 

Δηθ.9: ρεηηθή θαηαλνκή ησλ P450 ζηα 

αγγεηφζπεξκα. Ο κέζνο αξηζκφο πνπ 

θαηαγξάθεθε (David Nelson)  βαζίδεηαη ζηα 

γνληδηψκαηα ησλ Arabidopsis thaliana, 

Carica papaya, Vitis vinifera, Populus 

trichocarpa, Ricinus communis, Jatropha 

curcas, Glycine max, Oryza sativa θαη 

Brachypodium distachyon. 
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3.1.2 Η κνξηαθή δνκή ησλ θπηνρξσκάησλ Ρ450 

Απφ ηηο γλσζηέο θξπζηαιιηθέο δνκέο φισλ ησλ εηδψλ, ε δεπηεξνηαγήο δνκή ησλ Ρ450 απνηειείηαη 

απφ 12 πεξίπνπ α-έιηθεο εθ ησλ νπνίσλ νη έιηθεο Η θαη L κεηαμχ ησλ νπνίσλ εληνπίδεηαη ε αίκε.  Ο 

5νο ππνθαηαζηάηεο ηεο αίκεο, ν νπνίνο είλαη ππεχζπλνο γηα ηε ραξαθηεξηζηηθή απνξξφθεζε ζηα 

450 nm ηνπ CO ηεο αλεγκέλεο κνξθήο ηεο αηκνπξσηετλεο, είλαη  έλα ακηλνμηθφ θαηάινηπν 

θπζηείλεο ζπλδεδεκέλν κε ηνλ ζίδεξν ηεο αίκεο. Ο αηκν-ζνπιθηδηθφο ζπλδέηεο (thiolate-heme 

ligand) δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο δηάζπαζεο ηνπ δεζκνχ Ο-Ο (Sono et 

al., 1996) . Δμαηηίαο ηεο κνλαδηθήο ρεκείαο Fe–S, ν ζνπιθηδηθφο ζπλδέηεο βξίζθεηαη ζε κηα 

ζπληεξεκέλε πεξηνρή πνπ αλαθέξεηαη σο β-αλαδίπισζε (β- bulge) θαη θέξεη ηελ αιιεινπρία 

ππνγξαθή φισλ ησλ Ρ450 θπηνρξσκάησλ F-XX-G-K(R)-XX-C-X-G. (Hamdane et al., 2008) 

 

 

 Καηεγνξίεο  

Tα θπηνρξψκαηα Ρ450 κπνξνχλ λα ηαμηλνκεζνχλ ζε ηέζζεξηο θαηεγνξίεο κε βάζε ηνπο 

ζπκπαξάγνληεο πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηηο αληηδξάζεηο νμεηδναλαγσγήο (Hamdane et al., 2008) : 

 Καηεγνξία I: Απαληνχλ ζε βαθηήξηα θαη ζηηο κηηνρνλδξηαθέο κεκβξάλεο ησλ 

επθαξπσηηθψλ νξγαληζκψλ θαη ιακβάλνπλ ειεθηξφληα απφ ηελ θεξεδνμίλε, κηα πξσηεΐλε 

πνπ πεξηέρεη σο πξνζζεηηθή νκάδα έλα ζηδεξνζεηνχρν θέληξν (FeS πξσηεΐλεο). 

 Καηεγνξία ΙI: Βξίζθνληαη ζηηο κεκβξάλεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ ησλ 

επθαξπσηψλ. Λακβάλνπλ ειεθηξφληα απεπζείαο απφ ηελ NADPH- εμαξηψκελε αλαγσγάζε 

Ρ450 (CPR), κηα θιαβηλνπξσηείλε ζηελ νπνία είλαη ζπλδεδεκέλα λνπθιενηίδηα θιαβίλεο 

(FAD θαη FMN) θαη ιεηηνπξγνχλ σο ζπκπαξάγνληεο νμεηδναλαγσγήο. 

Δηθ. 10: Ζ δεπηεξνηαγήο δνκή ησλ Ρ450 

θπηνρξσκάησλ. Ζ κπιε έιηθα αλαπαξηζηά 

ην Ν-ηειηθφ άθξν ελψ ε θφθθηλε ην C-

ηειηθφ άθξν. H αίκε αλαπαξηζηάηαη κε  

κσβ ρξψκα. 
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 Καηεγνξία ΙIΙ: Οη πξσηείλεο Ρ450 απηήο ηεο θαηεγνξίαο δελ ρξεηάδνληαη θάπνηνλ 

ζπκπαξάγνληα νμεηδναλαγσγήο θαζψο ηα γνλίδηα ησλ Ρ450 θαη ηεο CPR είλαη ζπληεγκέλα 

ζε έvα εληαίν πνιππεπηίδην. 

 Καηεγνξία ΙV: Σα κέιε απηήο ηεο νκάδαο δέρνληαη ειεθηξφληα απεπζείαο απφ ην 

NADPH.  

 

 πληεξεκέλεο αθνινπζίεο- κνηίβα 

Τπάξρνπλ θάπνηεο ραξαθηεξηζηηθέο αθνινπζίεο-κνηίβα πνπ παξνπζηάδνπλ πςειφ πνζνζηφ 

ζπληήξεζεο κεηαμχ κεγάινπ αξηζκνχ νηθνγελεηψλ θπηνρξσκάησλ ζηνπο επθαξπσηηθνχο 

νξγαληζκνχο, ιφγσ ηεο ζπκβνιήο ηνπο ζε βαζηθά δνκηθά θαη ιεηηνπξγηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ 

πξσηετλψλ απηψλ. Οη ζεκαληηθφηεξεο είλαη: 

1. Ζ ραξαθηεξηζηηθή πδξφθνβε πεξηνρή πξφζδεζεο ηνπ ακηλνηειηθνχ άθξνπ. 

 

2.  Σν πινχζην ζε πξνιίλεο ηεηξαπεπηίδην, ζηελ ακηλνηειηθή πεξηνρή ηνπ κνξίνπ, 

πνπ επίζεο ζπκβάιεη ζηελ ζηφρεπζε θαη πξφζδεζε ησλ λενζπληηζέκελσλ πξσηετλψλ ζηηο 

κεκβξάλεο. 

 

3.   Domain A: Αληηζηνηρεί ζηελ έιηθα Η, ε νπνία θαηέρεη θεληξηθφ ξφιν ζηηο   θαηαιπηηθέο δξάζεηο 

ησλ ελδχκσλ απηψλ, πεξηιακβάλνληαο ακηλνμηθά θαηάινηπα πνπ εκπιέθνληαη ζηε κεηαθνξά 

πξσηνλίσλ θαη ηελ πξφζδεζε ησλ νμπγφλσλ. Πεξηιακβάλεη ηελ πςειά ζπληεξεκέλε αθνινπζία 

A/GGxD/ETx κεηαμχ ησλ θπηηθψλ Ρ450, ε νπνία αιιειεπηδξά κε ην ππφζηξσκα. Ζ αθνινπζία απηή 

πεξηιακβάλεη κηα άθξσο ζπληεξεκέλε αιαλίλε θαη γιπθίλε ζην Ν-ηειηθφ άθξν, ελψ ην C- ηειηθφ 

άθξν πεξηέρεη ζπλήζσο κηα ζξενλίλε πνπ πξνεγείηαη απφ έλα φμηλν θαηάινηπν. Πηζηεχεηαη πσο ην 

θαηάινηπν γιπθίλεο ζηε ζέζε απηή επζχλεηαη γηα ηελ αζπλήζηζηε παξακφξθσζε ζηελ έιηθα ε νπνία 

επηηξέπεη ηελ πξφζδεζε ελφο κνξίνπ νμπγφλνπ ζην ζίδεξν ηεο αίκεο. Σν θαηάινηπν ζξενλίλεο 

θαίλεηαη λα είλαη απαξαίηεην γηα λα εμαζθαιηζηεί κηα αληίδξαζε κνλννμπγφλσζεο ησλ 

ππνζηξσκάησλ απφ ηα Ρ450, θαζψο ε κεηάιιαμε ηνπ ηείλεη λα πξνθαιέζεη απφδεπμε ηεο 

αληίδξαζεο. 

 

4.  Domain Β: Αληηζηνηρεί ζηελ έιηθα Κ πνπ πεξηέρεη ην ζπληεξεκέλν κνηίβν Glu-X-X-Arg θαη 

πηζαλψο ζηαζεξνπνηεί ηε δνκή ηνπ ππξήλα. 
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5.  Domain D ή heme-binding domain: Αληηζηνηρεί ζηελ έιηθα L θαη πεξηέρεη ην θαηάινηπν ηεο 

θπζηετλεο(Cys 448), πνπ απνηειεί ηνλ ζχλδεζκν κε ηελ αίκε. Πεξηιακβάλεη ηελ αθνινπζία-

απνηχπσκα ηεο θιάζεο ησλ CYP 450 ελδχκσλ Phe-XX-Gly-Xb-XX-Cys-X-Gly. Δθηφο απφ ηα κε- 

ζπληεξεκέλα θαηάινηπα, ην κνηίβν απηφ πεξηιακβάλεη ην πδξφθνβν αξσκαηηθφ θαηάινηπν 

θαηλπιαιαλίλεο, ηελ ακεηάβιεηε πδξφθνβε θπζηείλε θαη ην ακηλνμχ γιπθίλε. Μεηαμχ απηψλ 

απαληάηαη έλα βαζηθφ ακηλνμχ (Υb) ην νπνίν έρεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηηο αιιειεπηδξάζεηο κε ηελ 

αλαγσγάζε. Ο ζίδεξνο ηεο αίκεο εκπιέθεηαη ζηελ αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ ζηα θχηηαξα 

κέζσ ησλ θπθιηθψλ νμεηδψζεσλ θαη ησλ αλαγσγηθψλ αληηδξάζεσλ. (Lewis, 2005) 

  

Οη πεξηνρέο Α θαη D ζρεκαηίδνπλ ηελ ζήθε πνπ πεξηβάιιεη ηελ αίκε θαη ηα δηάθνξα ππνζηξώκαηα.   

 

 

Πηλ.4: Γηαξζξσηηθέο ιεηηνπξγίεο ησλ ελδχκσλ P450 (Lewis, 2005) 

 

Σν πξψην Ρ450 πνπ απνκνλψζεθε θαη θξπζηαιιψζεθε ήηαλ έλα πδαηνδηαιπηφ βαθηεξηαθφ Ρ450, ην 

Ρ450cam ηνπ Pseudomonas putida . Μεηά ηε δηαιεχθαλζε ηεο ηεηαξηνηαγνύο δνκήο ηνπ κέζσ 

θξπζηαιινγξαθηθήο αλάιπζεο κε αθηίλεο Υ (Poulos et al., 1986), βξέζεθε φηη ην γεληθφηεξν ζρήκα 

ηνπ Ρ450cam είλαη έλα αζχκκεηξν ηξηγσληθφ πξίζκα, απνηεινχκελν απφ 12 α-έιηθεο θαη 5 

αληηπαξάιιειεο β επηθάλεηεο (εηθφλα 11). 

 

Function of P450 Structural features involved 

 

1. Binding of heme 

I and L helices, invariant cysteine and usually two 

basic amino acid residues for ion-pairing with 

heme propionates 

2.Binding and activation of oxygen I Helix region distal to the heme moiety 

3.Binding redox partners Basic amino acid residues for ion-pairing 

4.Enabling proton transfer to oxygen Internal ion-pairs within the heme environment 

 

5.Binding different substrates 

B′, F and I helices, β, and β4 sheets (SRS regions) 

SRS=Substrate recognition site (Gotoh, 1992) 

6.Regulating these activities within a membrane N-terminal peptide of 30–40 residues in length 
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3.1.3  O κεραληζκόο ησλ Ρ 450 θαηαιπόκελσλ αληηδξάζεσλ 

Ζ θχξηα δξάζε ησλ θπηνρξσκάησλ Ρ 450 είλαη ε κνλνμπγφλσζε δηαθφξσλ ππνζηξσκάησλ, ε νπνία 

απαηηεί κνξηαθφ νμπγφλν θαη ηελ παξνπζία αλαγσγηθψλ ηζνδχλακσλ απφ ην  NADPH  ή ην NADH 

γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ αληηδξάζεσλ. Σα επθαξπσηηθά Ρ 450, κηθξνζσκηθά ή κηηνρνλδξηαθά, 

ρξεζηκνπνηνχλ ην NADPH  σο δφηε ειεθηξνλίσλ, ελψ γηα ηα πεξηζζφηεξα βαθηεξηαθά πεγή 

ειεθηξνλίσλ απνηειεί  ην  NADH.   

ηελ εηθφλα 12 παξνπζηάδεηαη ν θπθιηθφο κεραληζκφο αληίδξαζεο γηα ηηο Ρ 450 θαηαιπφκελεο 

αληηδξάζεηο νμεηδναλαγσγήο θαη ην ζρεκαηηζκφ ηεο κνξθήο ησλ αλεγκέλσλ θπηνρξσκάησλ Ρ450, 

βάζεη ηνπ νπνίνπ ιακβάλεη ρψξα εθνδηαζκφο ηνπ θπηνρξψκαηνο κε δχν e-, θαζέλα μερσξηζηά ζε 

δχν δηαθνξεηηθά βήκαηα ηνπ ίδηνπ θχθινπ νμπγφλσζεο.  

 

Δηθ. 11: Αλαπαξάζηαζε ηεο ηεξηαηνηαγνχο 

δνκήο θπηνρξψκαηνο Ρ450. Γηαθξίλνληαη 

νη α-έιηθεο θαη β-πηπρσηέο επηθάλεηεο, ε 

ζπλδεδεκέλε αίκε, θαζψο θαη ηα άκηλν θαη 

θαξβφμπ άθξα. 
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.                               

                                  

1. Πξαγκαηνπνηείηαη ε πξφζδεζε ηνπ ππνζηξψκαηνο ζην ελεξγφ θέληξν ηνπ 

ελδχκνπ πξνθαιψληαο αιιαγή ζηε δηακφξθσζε ηνπ ελεξγνχ θέληξνπ θαη θαηά ζπλέπεηα 

αιιαγέο ζηηο θαζκαηηθέο ηδηφηεηεο ηνπ ελδχκνπ.  

2. Οη κεηαβνιέο πνπ πθίζηαηαη ην ελεξγφ θέληξν ηνπ ελδχκνπ επλνεί ηε κεηαθνξά 

ηνπ ελφο ειεθηξνλίνπ απφ NAD(P)H θπηνρξσκηθήο αλαγσγάζεο Ρ450. Σν πξψην ειεθηξφλην 

παξέρεηαη ζην ζπλδεδεκέλν κε ην ππφζηξσκα νμεηδσκέλν θπηφρξσκα Ρ450 αλάγνληαο ην 

ζίδεξν ηεο αίκεο  [Fe
2+

]  

3. Σν κνξηαθφ νμπγφλν δεζκεχεηαη νκνηνπνιηθά ζην ζίδεξν ηεο αίκεο 

ζρεκαηίδνληαο ην ζχκπινθν Fe
2+

OOH κε ηελ πξνζζήθε ελφο πξσηνλίνπ. Ζ θπζηείλε σο 

ηζρπξφο δφηεο ειεθηξνλίσλ ελεξγνπνηεί ζε κεγάιν βαζκφ ην νμπγφλν κε απνηέιεζκα 

νξηζκέλεο θνξέο λα δηαζπάηαη ν δεζκφο ζηδήξνπ-νμπγφλνπ θαη λα ειεπζεξψλεηαη κηα 

δξαζηηθή ξίδα ππεξνμεηδίνπ θαη λα δηαθφπηεηαη ν θαηαιπηηθφο θχθινο. 

4. Σν δεχηεξν ειεθηξφλην παξέρεηαη ζην νμπγνλσκέλν Ρ450 κέζσ ηνπ ζπζηήκαηνο 

κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ 

5.                    Έλα δεχηεξν πξσηφλην δηαζπά ην ζχκπινθν Fe2+OOH θαη ζρεκαηίδεηαη λεξφ θαη 

ην αζηαζέο ζχκπινθν  [FeO]
3+    

πνπ παξαρσξεί ην νμπγφλν ζην ππφζηξσκα 

6.                   Αλάινγα κε ην ππφζηξσκα θαη ην έλδπκν πνπ εκπιέθεηαη ηα θπηνρξψκαηα Ρ450 

κπνξνχλ λα θαηαιχνπλ νπνηαδήπνηε αληίδξαζε πέξα ηεο πδξνμπιίσζεο πνπ παξνπζηάδεηαη 

ζηε παξαπάλσ εηθφλα. Σν ππφζηξσκα πνπ βξίζθεηαη δεζκεπκέλν ζην ελεξγφ θέληξν ηνπ 

Δηθ.12:  Ο θπθιηθφο κεραληζκφο 

αληίδξαζεο γηα ηηο Ρ 450 θαηαιπφκελεο 

αληηδξάζεηο νμπγφλσζεο (Lewis, 1996a). 
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ελδχκνπ αληηδξά κε ην πξνηφλ ζηδήξνπ πνπ παξάρζεθε ζην πξνεγνχκελν ζηάδην 

απειεπζεξψλνληαο ην ηειηθφ πξνηφλ πδξνμπιίσζεο. Σν έλδπκν επηζηξέθεη ζηελ αξρηθή ηνπ 

θαηάζηαζε 

     

Ζ ραξαθηεξηζηηθή αληίδξαζε πνπ θαηαιχεηαη απφ κηα κνλνμπγνλάζε (θπηφρξσκα Ρ450), θαίλεηαη 

παξαθάησ: 

RH + O2 + NADPH +H
+
           R-OH + H2O +NADP 

 

To RH παξαπάλσ ζπκβνιίδεη έλα κεγάιν αξηζκφ μέλσλ νπζηψλ ή ελδνγελψλ κεηαβνιηηψλ φπσο 

ζηεξνεηδή, ιηπαξά νμέα, ξεηηλνεηδή, θα. Σα ππνζηξψκαηα ηνπο, γεληθά, είλαη ιηπφθηια θαη 

θαζίζηαληαη πεξηζζφηεξν πδξφθηια, κέζσ ηεο πδξνμπιίσζεο. Ζ αληίδξαζε πνπ θαηαιχεηαη απφ ηα 

θπηνρξψκαηα κπνξεί αθφκα λα παξαζηαζεί σο αθνινχζσο:  

 

Reduced cytochrome P450                Oxidized cytochrome P450 

RH + O2            R-OH + H2O 

 

Σν έλδπκν πνπ ρξεζηκνπνηεί ην NADPH γηα ην ζρεκαηηζκφ ηεο αλεγκέλεο κνξθήο ηνπ 

θπηνρξψκαηνο, φπσο θαίλεηαη αξηζηεξά ζην παξαπάλσ ζρήκα, είλαη ε NADPH-θπηνρξσκηθή Ρ 450 

αλαγσγάζε. Σα ειεθηξφληα κεηαθέξνληαη απφ ην  NADPH ζηε ξεδνπθηάζε θαη ελ ζπλερεία ζην 

θπηφρξσκα Ρ 450.Δηζη γίλεηαη ε αλαγσγηθή ελεξγνπνίεζε ηνπ κνξηαθνχ νμπγφλνπ, θαη έλα άηνκν 

εηζάγεηαη αθνινχζσο ζην ππφζηξσκα. 

 

4. Η ΟΙΚΟΓΔΝΔΙΑ 71Α ΣΩΝ ΚΤΣΟΥΡΩΜΑΣΩΝ P450 ΚΑΙ Η ΒΙΟΤΝΘΔΗ 

ΣΩΝ ΜΟΝΟΣΔΡΠΔΝΟΔΙΓΩΝ 

 

Σα κνλνηεξπέληα έρνπλ αληρλεπζεί ζε πεξηζζφηεξα απφ 2000 θπηηθά είδε θαη κέρξη ζηηγκήο 

πεξηζζφηεξα απφ 3400 δηαθνξεηηθά κνλνηεξπέληα έρνπλ πεξηγξαθεί (Buckingham,2011) Σα 
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ηεξπέληα πξνέξρνληαη απφ ηελ βαζηθή κνλάδα ηνπ ηζνπξελίνπ - ηζνπεληαλίνπ (C5) θαη 

ηαμηλνκνχληαη αλάινγα κε ηνλ αξηζκφ ησλ ηζνπξεληθψλ κνλάδσλ πνπ πεξηέρνπλ. Έηζη, ηα 

κνλνηεξπέληα είλαη ελψζεηο κε 10 άηνκα άλζξαθα θαη βηνζπληίζεληαη απφ δχν κνλάδεο ηζνπξελίνπ, 

ηα ζεζθηηεξπέληα έρνπλ 15 άηνκα άλζξαθα θαη πξνέξρνληαη απφ ηξία κφξηα ηζνπξελίνπ. Σα 

κνλνηεξπέληα απνηεινχλ ηα θχξηα ζπζηαηηθά ησλ πεξηζζφηεξσλ αηζέξησλ ειαίσλ ηα νπνία 

παξάγνληαη θαη απνζεθεχνληαη ζε εμεηδηθεπκέλα θπηηθά θχηηαξα, αδεληθά ηξηρψκαηα θαη αδέλεο 

ειαίνπ (Evans, 2009) 

Σν 1992 απνκνλψζεθε ην πξψην θπηηθφ θπηφρξσκα P450 απφ ην κεζνθάξπην ησλ ψξηκσλ θαξπψλ 

ηνπ αβνθάλην (Persea americana, Lauraceae), ην CYP71A1. Ζ εξεπλεηηθή νκάδα ηνπ Dr. 

Wallsgrove κειεηψληαο ηηο ιεηηνπξγηθέο ηδηφηεηεο ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ελδχκνπ θαηέιεμε ζηελ 

πδξνμπιίσζε ησλ κνλνηεξπελίσλ γεξαληφιε θαη λεξφιε. Ωζηφζν θαλέλα απφ απηά ηα κνλνηεξπέληα 

νχηε θαη θάπνην απφ ηα παξάγσγα ηνπο δελ αλίρλεχζεθαλ ζηνπο ηζηνχο ηνπ αβνθάλην (Hallahan et 

al., 1992). ηε ζπλέρεηα, νη κειέηεο πνπ αθνινχζεζαλ έδεημαλ πσο ην CYP71A1 παξνπζηάδεη ηελ 

ηθαλφηεηα δέζκεπζεο άιισλ ππνζηξσκάησλ, γηα παξάδεηγκα θαηαιχεη ηελ αληίδξαζε 

κνλννμπγφλσζεο δξψληαο ζην ππφζηξσκα p-chloro-N-methylaniline (pCMA). Ζ ιεηηνπξγία ηνπ 

ελδχκνπ ζε in vivo κειέηεο θαζψο θαη ηα θπζηθά ππνζηξψκαηα παξακέλνπλ αζαθή (Hallahan et al., 

1994) 

Ζ αλάιπζε Southern blot έδεημε ηελ χπαξμε ελφο νκφινγνπ κε ην CYP71A1 θπηνρξψκαηνο P450 

πνπ εθθξάδεηαη ζηα θχιια ηνπ θπηνχ Nepeta racemosa, Lamiaceae  θαη θαηαιχεη ηελ πδξνμπιίσζε 

ηεο γεξαληφιεο θαη ηεο λεξφιεο. Σν νκφινγν απηφ θπηφρξσκα Ρ450 ζην Nepeta racemosa έδεημε 

πσο πδξνμπιηψλεη ηα δχν παξαπάλσ κνλνηεξπέληα ζηνλ δέθαην άλζξαθα (C10) ελψ ην CYP71A1 

ζην αβνθάλην θαηαιχεη ηειηθά 2,3- ή 6,7- επνμείδσζε (Hallahan et al., 1994) 

Σα CYP71A5 θαη CYP71A6 ηειηθά απνκνλψζεθαλ απφ ηα θχιια ηνπ Nepeta racemosa. Ζ 

ζπκκεηνρή ηνπ  CYP71A5 ζηε βηνζχλζεζε κνλνηεξπελίσλ, πηζαλψο σο πδξνμπιάζε ηεο 10- 

γεξαληφιεο, είρε ζπλαρζεί απφ ηα πξφηππα έθθξαζεο ζε δηάθνξνπο θπηηθνχο ηζηνχο θαη ζε 

δηαθνξεηηθά ζηάδηα αλάπηπμεο. Παξφια απηά ε ελδπκηθή δξαζηεξηφηεηα δελ έρεη ηαπηνπνηεζεί 

κέζσ ηεο εηεξφινγεο έθθξαζεο (Clark et al., 1997) 
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Ζ γεξαληφιε επίζεο ιεηηνπξγεί θαη σο πξφδξνκε έλσζε ζηε βηνζχλζεζε ηξηδνεηδψλ κνλνηεξπελίσλ 

θαη ησλ ηλδνιαιθαινεηδψλ  ( El-Sayed et al., 1997; O‘Connor and Maresh, 2006; O‘Connor and 

McCoy, 2006).   Με βάζε ηνπο εμεηδηθεπκέλνπο απηνχο κεηαβνιίηεο, κέιε ηεο ππννηθνγέλεηαο 

CYP76B, πνπ ιαλζαζκέλα αλαθέξνληαη σο πδξνμπιάζεο ηεο 10-γεξαληφιεο, έρνπλ κειεηεζεί 

εθηελψο ζηα θπηά Catharanthus roseus (CYP76B6) (Collu et al., 2001, Sung et al., 2011) θαη 

Swertia mussotii (CYP76B10) (Wang et al., 2010) θαη έρεη δεηρζεί πσο θαηαιχνπλ ηνλ ζρεκαηηζκφ 

ηεο 8-πδξνμπ-γεξαληφιεο (φρη ηεο 10-πδξνμπ-γεξαληφιεο). Αλ θαη ζην Arabidopsis thaliana, ην 

CYP76C10 έρεη κειεηεζεί σο πδξνμπιάζε ηεο 8-γεξαληφιεο/λεξφιεο, ε πξαγκαηηθή ιεηηνπξγία ηνπ 

ελδχκνπ δελ έρεη αθφκε ηαπηνπνηεζεί δεδνκέλνπ φηη νχηε ε 8-πδξνμπγεξαληφιε νχηε θαη άιινη 

δεπηεξνγελή κεηαβνιίηεο έρνπλ αληρλεπζεί αθφκε ζην Arabidopsis thaliana (Bak et al., 2011, 

Mizutani et al., 1997) 
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Έλα αθφκε θπηφρξσκα πνπ εκπιέθεηαη ζηε βηνζχλζεζε κνλνηεξπελίσλ είλαη ην CYP71A32 

(ζπλζάζε ηεο κελζνθνπξάλεο- menthofuran synthase) πνπ θαηαιχεη ηε κεηαηξνπή ηεο πνπιεγγφλεο 

[(+)-pulegone] ζε κελζνθνπξάλε [(+)-menthofuran] κέζσ πδξνμπιίσζεο (Bertea et al., 2001). Ζ 

αληίδξαζε απηή κπνξεί λα ζεσξεζεί αζπλήζηζηε δεδνκέλνπ φηη ην νμπγφλν ηνπ θνπξαλίνπ δελ 

πξνέξρεηαη απφ ην νμπγφλν ηνπ θαξβνλπιίνπ αιιά απφ κνξηαθφ νμπγφλν (Mizutani and Sato,2011). 

Δηδηθά θάησ απφ ζηξεζνγφλεο ζπλζήθεο αλάπηπμεο (μεξαζία, πςειέο ζεξκνθξαζίεο, ρακειή έληαζε 

θσηφο) ε ζπγθέληξσζε ηεο κελζνθνπξάλεο (menthofuran) ζην αηζέξην έιαην κέληαο κπνξεί λα 

μεπεξάζεη ην 5% κε απνηέιεζκα ην έληνλν άξσκα θαη ηελ κείσζε ηνπ ρξψκαηνο θαηά ηελ 

απνζήθεπζε (Mahmoud and Croteau, 2001). 

Ζ θαιιηέξγεηα ηεο θξάνπιαο (Fragaria ssp.)  νδήγεζε ζε κεηαβνιέο ζηε γεχζε θαη ζην άξσκα ησλ 

θξνχησλ πνπ απνδίδνληαη ζηελ παξνπζία ή απνπζία νξηζκέλσλ κνλνηεξπελίσλ θαη δηηεξπελνεηδψλ. 

Σφζν νη άγξηεο φζν θαη νη θαιιηεξγνχκελεο θξάνπιεο εθθξάδνπλ κηα πδξνμπιάζε ηεο πηλέλεο 

(pinene hydroxylase (PINH) ζηνπο ψξηκνπο θαξπνχο θαη ζηε ξίδα ηνπ θπηνχ. Μέζσ ηεο εηεξφινγεο 

έθθξαζεο απνδείρζεθε πσο ην θπηφρξσκα CYP71AR πδξνμπιηψλεη ηηο ελψζεηο α-πηλέλην (a-pinene) 

θαη ιηκνλέλην (limonene) παξάγνληαο κπξηελφιε (myrtenol) θαη perillyl alcohol (Aharoni et al., 

2004). 
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Με ηελ αλαθάιπςε ηνπ θπηνρξψκαηνο CYP71AV1 (amorpha-4,11-diene νμεηδάζε) ηνπ θπηνχ 

Artemisia annua,ην νπνίν θαηαιχεη ηελ νμείδσζε ηεο ακνξθαδηέλεο (amorphadiene) ζε 

αξηεκηζηληθφ νμχ (artemisinic acid) θαζίζηαηαη γηα πξψηε θνξά δπλαηή ε βηνηερλνινγηθή ζχλζεζε 

κηαο πξφδξνκεο έλσζεο ηεο αξηεκηζηλίλεο (Ro, 2006). Έρνπλ επίζεο πξαγκαηνπνηεζεί έξεπλεο 

ζρεηηθά κε ηελ θαηαιπηηθή δξάζε ηνπ ελδχκνπ ζε θπηηθά είδε Nicotiana. πγθεθξηκέλα ζην N. 

benthamiana ε ηαπηφρξνλε έθθξαζε ηεο ζπλζάζεο amorpha-4,11-diene (ADS) κε ην CYP71AV1 

νδεγεί ζηελ παξαγσγή ηνπ αξηεκηζηληθνχ νμένο (artemisinic acid) (Van Herpen et al., 2010). Απφ 

ηελ άιιε πιεπξά ε έθθξαζε ησλ ίδσλ ελδχκσλ ζην N. tabacum νδεγεί ζηνλ ζρεκαηηζκφ ησλ 

αιθννιψλ amorpha- 4,11-diene and artemisinic alcohol. Ζ δηαπίζησζε απηή επηβεβαηψλεη ηα 

απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο ησλ ελδχκσλ ζην θπηφ Artemisia annua. Μειέηεο γηα ηελ έθθξαζε θαη 

ηνλ ζρεκαηηζκφ ησλ δχν αθπδξνγνλαζψλ (αιθνφιε θαη αιδεχδε) έδεημαλ φηη ην CYP71AV1 

θαηαιχεη ηε παξαγσγή ηφζν ηεο αιθφνιεο φζν θαη ηεο αιδεχδεο αιιά επίζεο θαη πνιιέο ελδνγελείο 

αθπδξνγνλάζεο ηνπ Artemisia annua θαηαιχνπλ ηελ παξαγσγή νμένο θαη αιδεπδεο (Olofsson et al., 

2011; Li X et al., 2012). Σα CYP71AV- γνλίδηα απνκνλψζεθαλ απφ εθηά είδε Asteraceae 

(CYP71AV2–8). Με εμαίξεζε ην CYP71AV1, ηα ππφινηπα κέιε ηεο ππνηνθνγέλεηαο απνηεινχλ 

νμεηδάζεο ηεο έλσζεο germacrene (GAO) κε κηα εμαηξεηηθά επξεία εμεηδίθεπζε ππνζηξψκαηνο. 

 

To θπηφρξσκα CYP71A13, κέινο ηεο κεγαιχηεξεο θαη πην πνηθηιφκνξθεο νηθνγέλεηαο ηνπ 

Arabidopsis thaliana έδεημε λα ζπκκεηέρεη ζηνλ ζρεκαηηζκφ ηνπ ηλδνι-αιθαινεηδνχο κεηαβνιίηε 
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θακαιεμίλε (camalexin) (Nafisi et al., 2007), ζπκπεξαίλνληαο φηη ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο 71
 
Α 

θαηέρνπλ εμεηδηθεπκέλεο ιεηηνπξγίεο κεηαμχ θαη εληφο κεκνλσκέλσλ εηδψλ. 

ηνλ παξαθάησ πίλαθα παξνπζηάδνληαη ηα ιεηηνπξγηθά ραξαθηεξηζκέλα P450 πνπ εκπιέθνληαη 

ζηνλ κεηαβνιηζκφ ησλ ηεξπελνεηδψλ ζηα θπηά (Hamberger and Bak, 2013). Ο πίλαθαο έρεη 

δεκηνπξγεζεί κε βάζε ηηο νκάδεο γνληδίσλ πνπ πξνέξρνληαη απφ έλαλ θνηλφ πξφγνλν (clans). H θάζε 

γεληά έρεη νλνκαζηεί κε ηνλ αξηζκφ ηεο πξψηεο νηθνγέλεηαο πνπ ηαμηλνκήζεθε ζηνλ θιάδν. Σα 

θπηηθά θπηνρξψκαηα Ρ450 έρνπλ ηαμηλνκεζεί ζε ηέζζεξηο θχξηεο γεληέο (Nelson, 1999): 

 71 clan: πεξηιακβάλεη 25 απφ ηηο47 νηθνγέλεηεο ησλ θπηηθψλ Ρ450 

 72 clan: απνηειείηαη απφ ηηο νηθνγέλεηεο CYP 72, 709, 714, 715 

 85 clan: ζπκπεξηιακβάλεη ηηο νηθνγέλεηεο CYP 85, 87, 88, 90, 702, 707, 708,     

                                       716,  718 

 86 clan: θαηαηηάζνληαη νη νηθνγέλεηεο CYP 86, 94, 96, 704 

 

Καηά ηελ αλάιπζε ηνπ ζρεηηθνχ αξηζκνχ ησλ Ρ450 αλά γεληά, είλαη πξνθαλέο φηη νξηζκέλεο γεληέο 

έρνπλ επεθηαζεί πεξηζζφηεξν απφ άιιεο θαη ζε απηφ νθείιεηαη ε δηαθνξνπνηήζε ζηηο ιεηηνπξγίεο 

ησλ κειψλ ηεο. Υαξαθηεξηζηηθφ ησλ γεληψλ CYP51,710, 711, 74 είλαη ε ζπκκεηνρή ηνπο ζε βαζηθέο 

ιεηηνπξγίεο ηνπ νξγαληζκνχ φπσο ν ζρεκαηηζκφο ζηεξνιψλ ζηηο κεκβξάλεο ή ν ζρεκαηηζκφο θπην-

νξκνλψλ γηα ηελ αλάπηπμε θαη ηελ άκπλα ησλ θπηψλ. ε αληίζεζε ε γεληά CYP71 έρεη επεθηαζεί 

πεξηζζφηεξν θαη πεξηιακβάλεη Ρ450 πνπ εκπιέθνληαη ζηνλ κεηαβνιηζκφ ησλ πεξηζζφηεξσλ 

εμεηδηθεπκέλσλ θπηηθψλ ελψζεσλ (Hamberger and Bak, 2013). 

clan subfamily metabolism function, class of metabolites 

CYP51 CYP51G general triterpenoid sterols 

 CYP51H specialized triterpenoid 

CYP71 CYP71A specialized monoterpenoid 

 CYP71AR specialized monoterpenoid 

 CYP71AV specialized sesquiterpenoid 

 CYP76B specialized iridoid monoterpenoid, xenobiotics detoxification 
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 CYP71BA specialized sesquiterpenoid 

 CYP71BL specialized sesquiterpenoid 

 CYP71D specialized 
mixed, including: monoterpenoid, sesquiterpenoid, diterpenoid, 

indole alkaloid, flavonoid 

 CYP71Z specialized diterpenoid 

 CYP76M specialized diterpenoid 

 CYP82G specialized terpenoid-derived 

 CYP93E specialized triterpenoid 

 CYP99A specialized diterpenoid 

 CYP701A general diterpenoid phytohormone GA 

 CYP701A specialized diterpenoid 

 CYP705A specialized triterpenoid 

 CYP706B specialized sesquiterpenoid 

CYP710 CYP710A general triterpenoid phytohormone brassinolide 

CYP711 CYP711A general terpenoid signal molecule 

CYP72 CYP72A specialized monoterpene indole alkaloid, triterpenoid 

 CYP72C general triterpenoid phytohormone brassinolide 

 CYP714A general diterpenoid phytohormone GA 

 CYP714D general diterpenoid phytohormone GA 

 CYP734A general triterpenoid phytohormone brassinolide 

CYP85 CYP85A general triterpenoid phytohormone brassinolide 
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 CYP88A general diterpenoid phytohormone GA 

 CYP88D specialized triterpenoid 

 CYP90A general triterpenoid phytohormone brassinolide 

 CYP90B general triterpenoid phytohormone brassinolide 

 CYP90C general triterpenoid phytohormone brassinolide 

 CYP90D general triterpenoid phytohormone brassinolide 

 CYP707A general terpenoid phytohormone ABA 

 CYP708A specialized triterpenoid 

 CYP716A specialized triterpenoid 

 CYP720B specialized diterpenoid 

 CYP725A specialized diterpenoid 

CYP86 CYP724B general triterpenoid phytohormone brassinolide 

CYP97 CYP97A general carotenoids 

 CYP97B general carotenoids 

 CYP97C general carotenoids 
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     ΜΕΘΟΔΟΙ 
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ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

1. ΦΤΣΙΚΟ ΤΛΙΚΟ 

Σν θπηηθφ πιηθφ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε πξνέξρεηαη απφ ηελ ειηά O. europaea L. ssp. europaea var. 

sativa, θαιιηεξγήζηκεο ειαηνπαξαγσγνχ πνηθηιίαο ‗‘Κνξσλέηθε‘‘. Πξφθεηηαη γηα κηθξφθαξπε, φςηκε 

πνηθηιία κε επξχ ρξφλν ζπγθνκηδήο πνπ μεθηλά απφ ηα ηέιε Ννεκβξίνπ θαη θηάλεη εψο ηνλ 

Ηαλνπάξην ζηηο βφξεηεο πεξηνρέο. πγθεθξηκέλα επειέγε ε απνκφλσζε RNA απφ λεαξά 

αλαπηπζζφκελα θχιια ειηάο ηα νπνία ζπιιέρζεθαλ ηέιε Ηαλνπαξίνπ. Μεηά ηελ ζπιινγή θαη ηελ 

νκνγελνπνηήζε ηνπ θπηηθνχ ηζηνχ ζε πγξφ άδσην αθνινχζεζε απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA . 

 

2. ΑΠΟΜΟΝΩΗ ΡΙΒΟΝΟΤΚΛΔΙΚΩΝ ΟΞΔΩΝ (RNA) AΠΟ ΦΤΣΙΚΟΤ 

ΙΣΟΤ 

 Πνζφηεηα λσπνχ ή δηαηεξνχκελνπ ζηνπο -80ºC θπηηθνχ ηζηνχ ιεηνηξηβείηαη ζε γνπδί κε ηε 

βνήζεηα πγξνχ αδψηνπ 

 Σν δείγκα κεηαθέξεηαη ζε eppendorfs, φπνπ γηα θάζε 0,1gr ηζηνχ. πξνζηίζεληαη 100κl 

δηαιχκαηνο νκνγελνπνίζεο (RNA extraction buffer) θαη 100κL θαηλφιεο. Αθνινπζεί έληνλε 

αλάκεημε (vortex). 

 Αθνινπζεί θπγνθέληξηζε γηα 4 min ζηηο 13000 rpm. Γεκηνπξγνχληαη δχν θάζεηο, ε πδαηηθή 

θαη ε νξγαληθή. 

 Σν ππεξθείκελν (πδαηηθή θάζε)  κεηαθέξεηαη κε πξνζνρή ζε θαηλνχξην eppendorf  θαη 

πξνζηίζεηαη ίζνο φγθνο θαηλφιεο. 

 Έληνλε αλάκεημε (vortex) θαη θπγνθέληξηζε γηα 4 min ζηηο 13000 rpm. 

 Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε λέν eppendorf θαη πξνζηίζεηαη ίζνο φγθνο θαηλφιεο: 

ρισξνθνξκίνπ: ηζνακπιηθήο αιθνφιεο (25:24:1). Αθνινπζεί έληνλε αλάδεπζε (vortex) θαη 

θπγνθέληξηζε γηα 4 min ζηηο 13000 rpm. 

 Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε λέν eppenforf, πξνζηίζεηαη ίζνο φγθνο ρισξνθφξκην: 

ηζνακπιηθή αιθνφιε (24:1) θαη αλαδεχεηαη έληνλα. 

 Δπαλαιακβάλεηαη θπγνθέληξηζε ηνπ δείγκαηνο. 

 Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε θαηλνχξην eppendorf θαη πξνζηίζεληαη 1/10 ηνπ φγθνπ ηνπ 

CH3COONa 3M, pH=4.8 θαη 2.5 φγθνη παγσκέλεο αηζαλφιεο (100%  EtOH). Aθνινπζεί 

ειαθξηά αλάδεπζε θαη ην δείγκα επσάδεηαη ζηνπο   -20ºC γηα 12 ψξεο ηνπιάρηζηνλή ζηνπο -

80ºC γηα 30min, γηα ηελ θαηαθξήκληζε ησλ λνπθιετληθψλ νμέσλ. 
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 Αθνινπζεί θπγνθέληξηζε γηα 35min ζηηο 13000rpm, ζηνπο 4ºC. 

 Απνκαθξχλεηαη ην ππεξθείκελν θαη ην ίδεκα αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη. ηε ζπλέρεηα 

επαλαδηαιχεηαη ζε θαηάιιειε πνζφηεηα απνζηεηξσκέλνπ ddH2O.  

 Σν δείγκα θπιάζζεηαη ζηνπο -80ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. ΥΔΙΡΙΜΟ ΜΔ DNAαζε 

 

Ζ δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηείηαη κεηά ηελ απνκφλσζε  θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ 

RNA, πξηλ πξαγκαηνπνηεζεί ε δηαδηθαζία ηεο αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο, έηζη ψζηε λα 

απνκαθξπλζνχλ νπνηαδήπνηε ππνιείκκαηα DNA πνπ ζα αιινίσλαλ ηα απνηειέζκαηα ησλ 

αληηδξάζεσλ PCR ζηε ζπλέρεηα, θαζψο ην DNA ζα απνηεινχζε αληαγσληζηηθφ ηνπ cDNA 

ππφζηξσκα ηεο αληίδξαζεο.  

Ζ δηαδηθαζία γίλεηαη κε ηε ρξήζε ηνπ ελδχκνπ DNaseI (RNase-free) ηεο εηαηξείαο BioLab (2u/κl), 

πνπ απνδνκεί κνλφ- θαη δη-θισλα κφξηα DNA ελδνλνπθιενιπηηθά, παξάγνληαο 3‘-πδξνμπιησκέλα 

θαη 5‘-θσζθνξπιησκέλα λνπθιενηίδηα. Αλαιπηηθά: 

 ε θηαιίδην eppendorf πξνζηίζεληαη : 

1. 10-20 κgr νιηθφ RNA 

2. DNase ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 10x,ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε1x 

3. 1κl RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor( 40u/κl) 

4. 2,5κl DNase I (RNase- free) (2u/κl). 

5. ddH2O, κέρξη ζπκπιήξσζεο ηνπ φγθνπ ηεο αληίδξαζεο. 

 

Γηαιύκαηα απνκόλωζεο θαη θαζαξηζκνύ λνπθιεϊληθώλ νμέωλ 

 

 RNA extraction buffer 

100κM Tris-HCl pH=9, 0,5% SDS (w/v) (Sodium dodecyl sulfate) 

 

 SEVAG 

24 ρισξνθφξκην: 1 ηζνακπιηθή αιθνφιε 

 

 Φαηλόιε (pH 8.0) 
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 Σν δείγκα επσάδεηαη γηα 1ψξα ζηνπο 37ºC. 

 Αθνινπζεί ν θαζαξηζκφο ησλ πξντφλησλ κέζσ ηεο κεζφδνπ θαηλφιεο:ρισξνθνξκίνπ θαη 

θαζίδεζε κε αηζαλφιε, αθνχ πξψηα απμεζεί ν φγθνο ηνπ κίγκαηνο ζηα 200-400 κl, κε 

πξνζζήθε ddH2O, γηα επθνιία ζηνπο ρεηξηζκνχο. πλίζηαηαη ε αλάιπζε 1-2 κl απφ ην δείγκα 

ζε πεθηή αγαξφδεο 0,8 ή 1%, γηα επηβεβαίσζε ηεο απνδφκεζεο ηνπ DNA, ρσξίο 

θαηαζηξνθή ηνπ RNA. 

 Αθφκε ζθφπηκνο είλαη θαη ν εθ λένπ πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ  RNA 

θαζκαηνθσηνκεηξηθά. 

 

4. ΑΝΑΣΡΟΦΗ ΜΔΣΑΓΡΑΦΗ –RT 

 

Ζ δηαδηθαζία έρεη σο απνηέιεζκα ηε ζχλζεζε κνλφθισλνπ ζπκπιεξσκαηηθνχ cDNA, απφ πνζφηεηα 

νιηθνχ RNA. πλήζσο 1-2,5 κgr νιηθφ RNA κεηαγξάθεηαη αλάζηξνθα κε ηε ρξεζηκνπνίεζε ηνπ 

ελδχκνπ SuperScriptIΙReverseTranscriptase, ζχκθσλα κε ηελ αθφινπζε αληίδξαζε πνπ 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε δχν βήκαηα. Ζ αληίδξαζε γίλεηαη ζε φγθν 20 κl. Αλαιπηηθά: 

 1
ν
 βήκα 

ε θηαιίδην PCR ρσξεηηθφηεηαο 0,5 ml, πξνζηίζεληαη ηα αθφινπζα ζπζηαηηθά: 

 1-2,5 κgr νιηθφ RNA 

 Δθθηλεηήο: νιηγν-dT ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 25κM. 

 dNTPs(10mM ην θαζέλα) ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 0,5mM. 

 Πξνζηίζεηαη ddH2O, κέρξη ζπκπιήξσζεο ηνπ θαηάιιεινπ φγθνπ.  

Tν κίγκα αλακηγλχεηαη θαη ζεξκαίλεηαη 5 min ζηνπο 65ºC γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί ε απνδηάηαμε. 

Αθνινχζσο ηνπνζεηείηαη θαηεπζείαλ ζηνλ πάγν. 

 2
ν
 βήκα 

Σν δείγκα θπγνθεληξείηαη γηα κεξηθά δεπηεξφιεπηα θαη πξνζηίζεληαη: 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αλάζηξνθεο κεηαγξαθάζεο(5x), ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1x. 

 DTT(100mM), ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε10mM. 

 1κlRNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40u/κl) 

 1κl SuperScriptII (200u/κl) 
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Σα δείγκα αλακηγλχεηαη θαη επσάδεηαη ζηνπο 42ºC γηα 1ψξα, φπνπ ζηε ζεξκνθξαζία απηή δξνπλ ηα 

έλδπκα.  

Ζ αληίδξαζε ηεξκαηίδεηαη κε ηνπνζέηεζε ησλ δεηγκάησλ ζηνπο 70ºC γηα 15 min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ΑΝΑΛΤΗ ΝΟΤΚΛΔΙΝΙΚΩΝ ΟΞΔΩΝ 

 

5.1. Αλάιπζε λνπθιεηληθώλ νμέσλ ζε πεθηή αγαξόδεο 

Γηα ηελ αλάιπζε θιαζκάησλ λνπθιεηληθψλ νμέσλ δηαθνξεηηθνχ κεγέζνπο θαη δηαθνξεηηθψλ 

δηακνξθψζεσλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο. Ζιεθηξνθφξεζε είλαη ε 

ηερληθή εθείλε θαηά ηελ νπνία κφξηα εμαλαγθάδνληαη λα θηλεζνχλ δηακέζνπ ελφο πνξψδνπο πιηθνχ, 

κε εθαξκνγή ειεθηξηθνχ πεδίνπ. Ζ ραξαθηεξηζηηθή ηδηφηεηα ησλ λνπθιεηληθψλ νμέσλ πνπ ηα 

θαζηζηά ηθαλά λα θηλνχληαη ζε έλα ηέηνην πεξηβάιινλ είλαη ην αξλεηηθφ ηνπο θνξηίν. Ο δηαρσξηζκφο 

ησλ ηκεκάησλ γίλεηαη βάζεη ηνπ κνξηαθνχ ηνπο βάξνπο, θαζψο ε θηλεηηθφηεηά ηνπο ζηελ πεθηή 

είλαη αληηζηξφθσο αλάινγε ηνπ ινγάξηζκνπ ηνπ κεγέζνπο ηνπο. Ζ πεξηεθηηθφηεηα ηεο πεθηήο ζε 

αγαξφδε εμαξηάηαη απφ ην κέγεζνο ησλ κνξίσλ πνπ πξφθεηηαη λα αλαιπζνχλ θαη ζπλήζσο 

θπκαίλεηαη απφ 0,6-2% w/v. Ζ αλίρλεπζε ησλ κνξίσλ είλαη δπλαηή ράξε ζηελ πξνζζήθε 

 SuperscriptTM Reverse Transcriptase (200u/κl)  

Storage Buffer: 20mM Tris-HCl (pH 7.5), 100mM NaCl, 0.1mM EDTA,                        

1mM DTT, 0.01% (v/v) NP-40, 50% (v/v) glycerol 

 RNase Out (40u/ κl)  

Storage Buffer: 20mM Tris-HCL (pH 8.0), 50mM KCl, 0.5mM EDTA,    8mM DTT, 

50% (v/v) glycerol 

 1X DNase I Reaction Buffer (NEB) 

      10M Tris-HCl,  2.5 mM MgCl2,  0.5 mM CaCl2,  pH 7.6 @ 25°C 

 

 DNase I (RNase- free) (2u/ι) 

      2mM CaCl2, 10 mMTris-HCl (pH 7.6) and 50% glycerol 

 

 dNTPs 

           10mM dATP, 10mM dCTP, 10mM dGTP, 10mM dTTP, ζε  ddH2O 
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βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ (EtBr), ην νπνίν παξεκβάιιεηαη αλάκεζα ζηηο βάζεηο ησλ κνξίσλ DNA κε 

απνηέιεζκα απηά λα θζνξίδνπλ φηαλ εθηεζνχλ ζε ππεξηψδε αθηηλνβνιία. Γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

ξηβνλνπθιεηληθψλ νμέσλ ρξεζηκνπνηήζεθε πήθησκα αγαξφδεο ζπγθέληξσζεο 1%. 

 Καηάιιειε πνζφηεηα αγαξφδεο πξνζηίζεηαη ζηνλ αλάινγν φγθν λεξνχ  (w/v) θαη 

ζεξκαίλεηαη ζε θνχξλν κηθξνθπκάησλ κέρξη λα δηαιπζεί ηειείσο, νπφηε ην κίγκα θαζίζηαηαη 

δηαπγέο. 

 Πξνζηίζεηαη ε αλάινγε πνζφηεηα ΣΑΔ (ππθλφ δηάιπκα 50x), ψζηε ε ηειηθή ζπγθέληξσζε λα 

είλαη 1x. 

 Πξνζηίζεηαη θαηάιιειε πνζφηεηα EtBr (10mg/mL), ψζηε ε ηειηθή ζπγθέληξσζε ζηελ 

πεθηή λα είλαη 0.5 κg/mL 

 Σν δηάιπκα αθήλεηαη λα θξπψζεη ιίγν θαη έπεηηα ηνπνζεηείηαη ζε δνρείν- θαινχπη ηεο 

ζπζθεπήο ειεθηξνθφξεζεο ζην νπνίν έρνπλ πξνζαξηεζεί ηα αληίζηνηρα ρηελάθηα γηα ηελ 

δεκηνπξγία ζέζεσλ πξνζζήθεο δηαιχκαηνο λνπθιεηληθψλ νμέσλ. 

 Μεηά ηελ ζηεξενπνίεζε ηνπ πεθηψκαηνο αγαξφδεο, αθαηξνχληαη ηα ρηελάθηα θαη 

ηνπνζεηείηαη ην δνρείν-θαινχπη ζηε ζπζθεπή ειεθηξνθφξεζεο, ε νπνία πιεξείηαη κε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα. 

 ηα πξνο ειεθηξνθφξεζε δείγκαηα πξνζηίζεηαη κηθξή πνζφηεηα θαηάιιειεο κπιε 

ρξσζηηθήο. 

  Σα δείγκαηα εηζάγνληαη ζηα πεγαδάθηα θαη εθαξκφδεηαη ηάζε ζηα άθξα ηεο ζπζθεπήο, πνπ 

αλάινγα κε ην κέγεζνο ηεο πεθηήο, ηελ πεξηεθηηθφηεηά ηεο ζε αγαξφδε, θαη ηελ επηζπκεηή 

ηαρχηεηα δηαρσξηζκνχ θπκαίλεηαη απφ 50-120 Volt. 

 Σν πήθησκα αγαξφδεο εμεηάδεηαη ζε ππεξηψδε αθηηλνβνιία. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Γηαιύκαηα ειεθηξνθόξεζεο 

 ΣΑΔ (50x)  

24,2 gr Tris-base, 100ml 0.5M EDTA pH=8 (ethylenediaminetetracetic acid disodium salt), 

57ml CH3COOH αλά 1lt δηαιχκαηνο. 

 Ethidium Bromide 

10mg/ml λεξφ. Απνζήθεπζε ζε ζθνηεηλφ κπνπθάιη, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

 Ρπζκηζηηθό δηάιπκα ειεθηξνθόξηζεο 

1x ΣΑΔ, 0.5 κg/mL EtBr 

 Γηάιπκα ρξωζηηθήο 

1x  κεηξηθνχ δηάιπκαηνο ρξσζηηθψλ(5x) πνπ πεξηέρεη 0,25% (w/v) bromophenol blue θαη 

0,25% (w/v) xylene cyanol ζε λεξφ, 40% (w/v) ζνπθξφδε. 
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5.2. Πξνζδηνξηζκόο ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ λνπθιεηληθώλ νμέσλ 

 

Ο ππνινγηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ λνπθιεηληθψλ νμέσλ έγηλε κε κέηξεζε ηεο νπηηθήο 

ππθλφηεηαο (Οptical Density, OD) ζηα 240nm, 260nm θαη ζηα 280nm ρξεζηκνπνηψληαο 

θαζκαηνθσηφκεηξν U-1100 ηεο Hitachi. Σα λνπθιεηληθά νμέα απνξξνθνχλ ζε κήθνο θχκαηνο 

260nm θαη ε ζπγθέληξσζε ηνπο ππνινγίδεηαη απφ ηνλ ηχπν Beer-Lambert. ε κήθνο θχκαηνο 280nm 

απνξξνθνχλ θπξίσο νη πξσηεΐλεο εμαηηίαο ηεο πεξηέρνπζαο ηξππηνθάλεο, ελψ ζηα 240nm 

απνξξνθνχλ ηα θαηλνιηθά παξάγσγα. Δπνκέλσο ν ιφγνο OD260/OD280  αληηπξνζσπεχεη ηελ 

θαζαξφηεηα ησλ λνπθιεηληθψλ νμέσλ. Ο ηδαληθφο ιφγνο, φπνπ δελ ππάξρνπλ πξνζκίμεηο, ηζνχηαη κε 

1.8 γηα DNA θαη 2 γηα RNA, ελψ φηαλ ππάξρνπλ πξνζκίμεηο ν ιφγνο απηφο κεηψλεηαη. Ο ιφγνο 

OD240/OD260  πξέπεη λα είλαη πεξίπνπ 0.5. Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ λνπθιεηληθψλ 

νμέσλ γίλεηαη κε βάζε ηνλ παξαθάησ ηχπν: 

 

C(μg/ ml) = O.D. (260nm) * a * D.F. 

 

Όπνπ: 

α νξίδεηαη ε ζπγθέληξσζε ησλ λνπθιεηληθψλ νμέσλ πνπ παξαηεξείηαη φηαλ O.D.260=1.0 θαη 

δηακνξθψλεηαη σο εμήο γηα δείγκα DNA, α=50 κg/ml ελψ γηα RNA, α=40κg/ml. 

 

D.F. = ζπληειεζηήο αξαίσζεο θαη ηζνχηαη κε ηελ αξαίσζε πνπ έρεη πξαγκαηνπνηεζεί γηα λα γίλεη ε 

θαζκαηνθσηνκέηξεζε. 

 

5.3. Απνκόλσζε θαη θαζαξηζκόο θιαζκάησλ DNA από πεθηή αγαξόδεο 

Γηα ηελ απνκφλσζε θιάζκαηνο DNA απφ δείγκα, πξσηαξρηθφ βήκα απνηειεί ν δηαρσξηζκφο ηνπ 

κέζσ ειεθηξνθφξεζεο. Μέγηζηε δπλαηή πνζφηεηα δείγκαηνο, ψζηε λα απνδψζεη επαξθή πνζφηεηα 

θιάζκαηνο, ειεθηξνθνξείηαη ζε ρακειή ηάζε ζε πεθηή αγαξφδεο 0,8-2%, κέρξηο φηνπ επηηεπρζεί 

πιήξεο δηαρσξηζκφο ηνπ επηζπκεηνχ ηκήκαηνο απφ ηα ππφινηπα. Ζ πεθηή ηνπνζεηείηαη ζε γπάιηλε 

πιάθα, θαη κε ηε βνήζεηα ππεξηψδνπο θσηηζκνχ, εμαηξείηαη ην ηκήκα ηεο πεθηήο πνπ πεξηέρεη ην 

επηζπκεηφ θιάζκα. Σν ηκήκα ηεο πεθηήο κεηαθέξεηαη ζε θηαιίδην eppendorf, δπγίδεηαη θαη 

αθνινπζεί θαζαξηζκφο ηνπ βάζεη ηνπ πξσηνθφιινπ πνπ αλαθέξεηαη ζην εκπνξηθφ ζθεχαζκα 

ΝucleoSpin Geland PCR Clean-up (Μacherey- Nagel). 
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5.4. Πέςε λνπθιεηληθώλ νμέσλ κε έλδπκα πεξηνξηζκνύ 

 

Οη πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο είλαη έλδπκα πνπ αλαγλσξίδνπλ ζπγθεθξηκέλε αθνινπζία DNA 

θαη θφβνπλ εληφο ή εθηφο απηήο. Γηαρσξίδνληαη ζε ηξεηο ηχπνπο εθ ησλ νπνίσλ ηα πεξηνξηζηηθά 

έλδπκα ηεο νκάδαο ΗΗ ρξεζηκνπνηνχληαη σο επί ησλ πιείζηνλ ζηνπο γνληδηαθνχο ρεηξηζκνχο. 

Αλαγλσξίδνπλ ζπκκεηξηθέο αιιεινπρίεο (παιίλδξνκα), απνηεινχληαη απφ κηα πνιππεπηηδηθή 

αιπζίδα θαη απαηηνχλ γηα ηελ δξάζε ηνπο Mg
2+

. Σα έλδπκα ηεο νκάδαο ΗΗ, αθνχ αλαγλσξίζνπλ κηα 

ζπγθεθξηκέλε αθνινπζία, θφβνπλ ηε δίθισλε αιπζίδα είηε κέζα ζηελ αθνινπζία απηή είηε πνιχ 

θνληά ζε απηή, απνηέιεζκα ηνπ νπνίνπ είλαη ε δεκηνπξγία δηαθξηηψλ ηκεκάησλ  DNA νξηζκέλνπ 

κεγέζνπο θαη αιιεινπρίαο ησλ άθξσλ. Σν θάζε έλδπκν πεξηνξηζκνχ δξα ζε ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο 

( ηνληηθή ηζρχο, ζεξκνθξαζία θαη pH). 

 

Οη αληηδξάζεηο πέςεο γίλνληαη ζε κηθξνχο φγθνπο, 20-50κl, κε πξνζζήθε ησλ θάησζη ζπζηαηηθψλ: 

 Γείγκα DNA, κέρξηο αλαινγίαο 80% ηνπ ηειηθνχ φγθνπ ηεο αληίδξαζεο 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα (10x), ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1x. 

 Δλδνλνπθιεάζε πεξηνξηζκνχ: πνζφηεηα αλαιφγσο κε ηηο κνλάδεο ελδχκνπ. 

Ωο κνλάδα ελδύκνπ νξίδεηαη ε απαηηνχκελε πνζφηεηα ψζηε λα θνπεί πιήξσο 1 κg ππνζηξψκαηνο 

DNA, ζε κηα ψξα θαη ζε αληίδξαζε φγθνπ 50κl, ζηνπο 37ºC. 

 ddH2O, κέρξη ζπκπιήξσζεο ηνπ φγθνπ ηεο αληίδξαζεο. 

 BSA (10x, 10 κg/mL), ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1x. 

 

 Σν δείγκα αλακηγλχεηαη θαη επσάδεηαη ζηνπο 37ºC, απφ 1 -12 ψξεο. Ζ ζεξκνθξαζία επψαζεο 

αληηζηνηρεί ζηελ άξηζηε ζεξκνθξαζία δξάζεο πνπ πνηθίιεη γηα ηα δηάθνξα έλδπκα, πνπ ζηελ 

πιεηνςεθία ηνπο, φκσο, ιεηηνπξγνχλ άξηζηα ζηνπο 37ºC. 
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6.ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΗ ΚΑΙ ΜΔΣΑΥΗΜΑΣΙΜΟ 

 

6.1 Κισλνπνηήζε ηκεκάησλ DNA ζε πιαζκηδηαθό θνξέα 

 

Ζ δηαδηθαζία ηεο ελνπνίεζεο ζηεξίδεηαη ζηελ ηδηφηεηα ηεο Σ4 DNA ιηγάζεο λα αλαγλσξίδεη άθξα 

θαη λα ζπλδέεη ηκήκαηα κε ζπκπιεξσκαηηθά (5‘ ή 3‘ πξνεμέρνληα) ή ηπθιά άθξα. Οη 

ρξεζηκνπνηνχκελνη πιαζκηδηαθνί θνξείο θαζίζηαληαη γξακκηθνί κεηά απφ πέςε κε έλδπκα 

πεξηνξηζκνχ, νπφηε θαη είλαη δπλαηή ε ελνπνίεζή ηνπο κε θαηάιιειν ηκήκα  DNA, κέζσ ηεο 

ιηγάζεο. Ζ πνζφηεηα ηνπ έλζεηνπ DNA πνπ απαηηείηαη εμαξηάηαη απφ ην κήθνο ηεο έλζεζεο θαη απφ 

ην κήθνο ηνπ θνξέα πνπ πξνθχπηεη απφ ηελ αθφινπζε εμίζσζε: 

 

ng έλζεζεο = [ (ng θνξέα * kb έλζεζεο ) / (kb θνξέα) ] * 1/3 

 

Σα ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο θαη νη ηειηθέο ζπγθεληξψζεηο παξνπζηάδνληαη παξαθάησ: 

 10x ξπζκηζηηθφ δηάιπκα : 2κl 

 Πιαζκηδηαθφο θνξέαο: Τ ng 

 Έλζεζε : Υ ng 

 T4 DNA ligase (5U/ κl, Thermo scientific): 1κl 

 ddH2O : εψο ηειηθφ φγθν 

Σειηθφο φγθνο αληίδξαζεο 20 κl 

Δπψαζε ζηνπο 16ºC Ο/Ν  

 

6.2 Xεκηθόο κεηαζρεκαηηζκόο βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ E.coli 

 

O κεηαζρεκαηηζκφο δεθηηθψλ θπηηάξσλ έγθεηηαη ζηελ επηηπρή εηζαγσγή πιαζκηδηαθνχ DNA ζηα 

βαθηεξηαθά θχηηαξα. 

 Σα δεθηηθά βαθηεξηαθά θχηηαξα αθήλνληαη γηα ιίγν ζηνλ πάγν γηα λα μεπαγψζνπλ. 

 ε 100-200κl δεθηηθψλ θπηηάξσλ πξνζηίζεληαη 10-50ng πιαζκηδηαθνχ DNA. 

 Αθνινπζεί ειαθξηά αλάδεπζε θαη ηνπνζέηεζε απηψλ ζηνλ πάγν γηα 30ιεπηά. 

 ηε ζπλέρεηα κεηαθέξνληαη ζηνπο 42ºC γηα 45-90 sec 

 Πξνζζήθε ζξεπηηθνχ κέζνπ LB έσο φηνπ ν ηειηθφο φγθνο λα θηάζεη ζην 1,5ml. 

 Αλάκεημε ηνπ δείγκαηνο θαη επψαζε ζηνπο 37ºC γηα 1- 1,5 h 
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 Αθνινπζεί ζχληνκε θπγνθέληξηζε γηα 1,5min θαη απνκάθξπλζε ηνπ πεξηζζφηεξνπ 

ππεξθείκελνπ. Δπαλαηψξεζε ηνπ ηδήκαηνο ζε 100-200κl LB. 

 Καηάιιειε πνζφηεηα ηνπ ελαπνκείλαληνο δείγκαηνο επηζηξψλεηαη ζε ηξηβιίν Petri κε 

ζηεξεφ ζξεπηηθφ κέζν LB πνπ πεξηέρεη σο κέζν επηινγήο αληηβηνηηθφ (ακπηθηιιίλε ή 

θαλακπθίλε). 

      ε πεξίπησζε ρξήζεο πιαζκηδηαθνχ θνξέα πνπ θέξεη ην γνλίδην ηεο β- γαιαθηνζηδάζεο 

ππάξρεη δπλαηφηεηα επηινγήο κπιε/ άζπξσλ απνηθηψλ. Απηφ επηηπγράλεηαη κε ηελ πξνζζήθε, 

ζην ζξεπηηθφ κέζν, ηνπ ρξσκνθφξνπ ππνζηξψκαηνο Υ- gal(20 mg/ml)  θαη ηνπ παξάγνληα 

IPTG(200 mg/ml)   πνπ δξα ζαλ επαγσγέαο ηνπ ππνθηλεηή ηνπ lacZ γνληδίνπ 

 Σα ηξηβιία ηνπνζεηνχληαη ζηνλ ζάιακν επψαζεο κε ζεξκνθξαζία 37ºC γηα 12-16h 

 

 

6.3 Γεκηνπξγία βαθηεξηαθώλ δεθηηθώλ θπηηάξσλ E. coli γηα ρεκηθό κεηαζρεκαηηζκό 

 

θνπφο ηεο κεζνδνινγίαο πνπ αθνινπζεί είλαη ε κεηαρείξηζε βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ ψζηε λα είλαη 

εθηθηή ε εηζαγσγή πιαζκηδίνπ ζε απηά, δειαδή ν κεηαζρεκαηηζκφο ηνπο.  

 Μνλή απνηθία βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο E.coli (DH5a, XL1BLUE, BL21, M15)  

αλαπηχζζεηαη ζε ζξεπηηθφ κέζν LB (κε θαηάιιειν αληηβηνηηθφ) ζε αλαθηλνχκελν ζάιακν, 

κε ζεξκνθξαζία 37
0
C γηα 12h. 

 Απφ ηελ αξρηθή θαιιηέξγεηα κεηαθέξνληαη 2ml ζε θσληθή θηάιε πνπ πεξηέρεη 200ml 

ζξεπηηθνχ κέζνπ LB. Ζ θαιιηέξγεηα αθήλεηαη λα αλαπηπρζεί ζε αλαδεπφκελν ζάιακν, ζε 

ζεξκνθξαζία 37, έσο φηνπ ε νπηηθή ππθλφηεηα – ζε κήθνο θχκαηνο 550nm- λα θηάζεη 

OD550= 0.5 

 Φπγνθέληξηζε ζηηο 5000rpm γηα 5min ζηνπο 4ºC 

 Απνκαθξχλεηαη ην ππεξθείκελν θαη ην βαθηεξηαθφ ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζην ½ ηνπ αξρηθνχ 

φγθνπ ηεο βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο, ζε δηάιπκα CaCl2  25mM, ζε 10mM Tris-HCl pH=8 

 Φπγνθέληξηζε ζηηο 5000rpm γηα 5min ζηνπο 4ºC 

 Απνκαθξχλεηαη ην ππεξθείκελν θαη ην βαθηεξηαθφ ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζην 1/15 ηνπ 

αξρηθνχ φγθνπ ηεο βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο, ζε δηάιπκα CaCl2 75mM, ζε 10mM Tris-HCl 

pH=8, 15% γιπθεξφιε. 

 Πξνζηίζεηαη απνζηεηξσκέλε γιπθεξφιε, ψζηε ε ηειηθή ζπγθέληξσζε απηήο λα είλαη 15% 

θαηά φγθν 
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 Αθνχ γίλεη θαιή αλάδεπζε ηνπ κίγκαηνο, κνηξάδεηαη ζε eppendorfs θαη θαηαςχρεηαη ακέζσο 

κε πγξφ άδσην 

 Σα δεθηηθά βαθηεξηαθά θχηηαξα κπνξνχλ λα δηαηεξεζνχλ απνζεθεπκέλα ζηνπο -80ºC γηα 

αξθεηά κεγάια ρξνληθά δηαζηήκαηα. 

 

6.4 Απνζήθεπζε βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ γηα κεγάια ρξνληθά δηαζηήκαηα 

 

 Μνλή απνηθία ησλ πξνο απνζήθεπζε βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ,  εκβνιηάδεηαη ζε πγξφ 

ζξεπηηθφ κέζν (ζπλήζσο LB) κε ην θαηάιιειν αληηβηνηηθφ, έηζη ψζηε  ην ζηέιερνο Δ. coli λα 

παξνπζηάδεη αλζεθηηθφηεηα θαη ηαπηφρξνλα λα πξνζηαηεχεηαη απφ αλεπηζχκεηεο κνιχλζεηο. 

 Ζ θαιιηέξγεηα επσάδεηαη γηα 12 ψξεο ζηνπο  37ºC 

 ε θηαιίδην eppendorf κεηαθέξνληαη 600-800 κl ηεο θαιιηέξγεηαο θαη πξνζηίζεληαη 300 κl 

γιπθεξφιεο 100%. 

 Σν κίγκα αλακηγλχεηαη επαξθψο θαη ςχρεηαη κε πγξφ άδσην. 

 Ζ απνζήθεπζε θαη δηαηήξεζε ησλ θπηηάξσλ γηα αξθεηά ρξφληα γίλεηαη ζηνπο -80ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Βαθηεξηαθά θύηηαξα-κεηαζρεκαηηζκόο 

 25mM CaCl2ζε 10mMTris-HClpH=8 

0,376 grCaCl2 γηα δηάιπκα 100 mL. 

 75mM CaCl2 ζε 10mMTris-HClpH=8. 

1,1 grCaCl2 γηα δηάιπκα 100 mL. 

 

 LB ζξεπηηθό κέζν 

0,5% yeastextract, 1%(w/v) NaCl, 1%(w/v) peptone. Γηα ην ζηεξεφ κέζν πξνζηίζεηαη θαη 

1,4% (w/v) bacteriologicalagar. 

 

 Υ-gal (5-promo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside) 

20mg/mlδηκεζπι-θνξκακίδην. Φπιάζζεηαη ζηνπο -20ºC 

 IPTG (1soprνpyl-b-D-thiogalactopyranoside) 

200mg/ml ζε ddH2O. Φπιάζζεηαη ζηνπο -20ºC 
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7. ΑΠΟΜΟΝΩΗ  ΠΛΑΜΙΓΙΑΚΟΤ DNA 

 

7.1 Aπνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από θύηηαξα Escherichia coli 

 

 Μνλή βαθηεξηαθή απνηθία πνπ πεξηέρεη ην πξνο απνκφλσζε πιαζκίδην, θαιιηεξγείηαη ζε 

πγξφ ζξεπηηθφ κέζν LB  γηα 12 ψξεο ζηνπο  37ºC. Ζ θαιιηέξγεηα γίλεηαη ζε θηαιίδηα 

universal πνπ πεξηέρνπλ 5 ml ζξεπηηθνχ κε ηελ θαηάιιειε πνζφηεηα αληηβηνηηθνχ 

 1.5ml απηήο ηεο θαιιηέξγεηαο κεηαθέξεηαη ζε eppendorf θαη θπγνθεληξείηαη γηα 2min ζηηο 

13000rpm 

 

7.2 Mέζνδνο αιθαιηθήο ιύζεο 

 Απνκαθξχλεηαη  ην ππεξθείκελν θαη ην ίδεκα αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη. 

 Σν ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζε 200 κl  θξχνπ δηαιχκαηνο Ρ1, κε πξνζνρή λα κε δεκηνπξγνχληαη 

θπζαιίδεο. 

 Πξνζηίζεληαη 200 κl  δηαιχκαηνο Ρ2, ην δείγκα αλαθηλείηαη αξγά (φρη γηα ρξνληθφ δηάζηεκα 

κεγαιχηεξν ησλ 5 min, κέρξη ην επφκελν βήκα). 

 Πξνζηίζεληαη 200 κl  θξχνπ δηαιχκαηνο Ρ3 θαη ην δείγκα αλαθηλείηαη κέρξη λα ζρεκαηηζηνχλ 

ιεπθέο γξακκέο (θπηηαξηθά ηνηρψκαηα) ζην δηάιπκα. 

 Αθνινπζεί θπγνθέληξηζε ζηηο 13000rpm γηα 15 min. 

 Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε λέν θηαιίδην θαη πξνζηίζεληαη 2 φγθνη παγσκέλεο αηζαλφιεο 

100%. Σν κίγκα αλακηγλχεηαη θαιά. 

 Σν δείγκα αθήλεηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 30 min 

 Αθνινπζεί θπγνθέληξηζε ζηηο 13000rpm γηα 10 min. 

 Απνκαθξχλεηαη ην ππεξθείκελν θαη ην ίδεκα αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη 

 Σν ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζε 20-50 κl ddH2O. 

 

Σν δείγκα κπνξεί λα θπιάζζεηαη ζηνπο -20ºC, γηα αξθεηφ ρξφλν 
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8.  AΛΤΙΓΩΣΗ ΑΝΣΙΓΡΑΗ ΠΟΛΤΜΔΡΑΗ  (Polymerase Chain Reaction, 

PCR)                                                    

 

8.1 Η κέζνδνο ηεο PCR 

Ζ κέζνδνο απνηειεί κηα ηερληθή γηα ηελ in vitro ελίζρπζε ζπγθεθξηκέλσλ αθνινπζηψλ DNA, κε ηελ 

ηαπηφρξνλε επηκήθπλζε δχν ζπκπιεξσκαηηθψλ αιπζίδσλ μεθηλψληαο απφ 2 εθθηλεηέο. ηεξίδεηαη 

ζηελ ηδηφηεηα ηεο πνιπκεξάζεο λα ζπλζέηεη ηε ζπκπιεξσκαηηθή κηαο κνλφθισλεο αιπζίδαο DNA-

κήηξαο κε δηεχζπλζε 5΄-3‘, μεθηλψληαο απφ κηα δίθισλε πεξηνρή. Σν  PCR ρξεζηκνπνηεί ηελ ίδηα 

αξρή, κε ηε ρξήζε φκσο 2 εθθηλεηψλ, έθαζηνο ησλ νπνίσλ πβξηδίδεη ζε αληίζεηεο αιπζίδεο ηεο 

πεξηνρήο ηνπ DNA πνπ έρνπλ απνδηαηαρζεί ζεξκηθά.Γηα ηελ αληίδξαζε απαηηνχληαη: δενμπ-

ηξηθσζθνξηθάλνπθιενηίδηα-dNTPs γηα παξνρή ελέξγεηαο θαη λνπθιενζηδίσλ γηα ην DNA, 

ζεξκνζηαζεξή DNA πνιπκεξάζε, εθθηλεηέο, κήηξα DNA θαη ξπζκηζηηθφ δηάιπκα πνπ πεξηέρεη 

καγλήζην. 

Mηα ηππηθή αληίδξαζε PCR απαηηεί ζπγθεθξηκέλε πεξηεθηηθφηεηα αληηδξαζηεξίσλ, φπσο 

αλαγξάθνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα: 

 

Γηαιύκαηα ρεηξηζκνύ θαη απνκόλωζεο πιαζκηδηαθνύDNA 

 P1 δηάιπκα αιθαιηθήο ιύζεο 

20κl 0,5M EDTA, 50 κl 10mM Tris-HCl pH=8, 10κl RNase (Invitrogen, 

40U/κl)  θαη  920κl ddH2O, γηα 1ml 

 P2 δηάιπκα αιθαιηθήο ιύζεο 

50κl 1% SDS, 20κl 10N NaOH, 930κl ddH2O 

 P3 δηάιπκα αιθαιηθήο ιύζεο 

3M CH3COOK/5M CH3COOH 

60 ml απφ 5M Potassium Acetate,  11,5 mL νμηθφ νμχ θαη 28,5mL ddH2O  

γηα ζχλνιν100ml 

 

RNase: Ribonuclease A from Bovine pancreas (Sigma) 

10mg/ml ζε 10mΜΣris- HCl pH= 7.4, 15mΜNaCl 

To δηάιπκα θπιάζζεηαη ζηνπο -20 
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Σν ξπζκηζηηθφ δηάιπκα  πεξηέρεη MgCl2 ζε ζπγθέληξσζε 15Mm,  (5x Phusion HF Buffer F-518). 

HPhusion™ High-Fidelity DNA Polymerase ηεο Finnzymes (F- 530S) έρεη ηελ ηθαλφηεηα 

επηδηφξζσζεο ιαζψλ θαηά ηνλ πνιπκεξηζκφ ηνπ DNA κεηψλνληαο ηελ πηζαλφηεηα ιάζνπο θαηά ηελ 

ελίζρπζε ησλ επηζπκεηψλ ηκεκάησλ. 

 Καηάιιειε πνζφηεηα απφ θάζε έλα απφ ηα ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο πξνζηίζεηαη ζε 

θηαιίδην PCR ρσξεηηθφηεηαο 0,5 ml, ην κίγκα αλακηγλχεηαη θαη θπγνθεληξείηαη γηα κεξηθά sec. Όινη 

νη ρεηξηζκνί γίλνληαη ζε πάγν. 

 Σα θηαιίδηα ηνπνζεηνχληαη ζηελ θεθαιή ηεο ζπζθεπήο PCR (ρξεζηκνπνηήζεθε ε ζπζθεπή 

PCR C100
TM 

Thermal Cycler), πνπ πξνγξακκαηίδεηαη ζην θαηάιιειν πξφγξακκα.  

 

Κάζε θχθινο ελφο πξνγξάκκαηνο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο απνηειείηαη απφ ηξία 

βαζηθά ζηάδηα: 

i.Απνδηάηαμε ηνπ DNA κε ζέξκαλζε, πνπ νδεγεί ζε ζπάζηκν ησλ δεζκψλ πδξνγφλνπ θαη 

κεηαηξνπή ησλ δίθισλσλ κνξίσλ ζε κνλφθισλα 

πζηαηηθά Αξρηθή ζπγθέληξωζε Σειηθή ζπγθέληξωζε 

Μήηξα DNA - - 

Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα 5x 1x 

dNTPs 2 mM 200κΜ (ην θαζέλα) 

Οξζφο εθθηλεηήο 5 κΜ 0,5 κΜ 

Αλάζηξνθνο εθθηλεηήο 5 κΜ 0,5 κΜ 

DNA πνιπκεξάζε (Phusion™ 

High-Fidelity DNA 

Polymerase, Finnzymes) 

 

2unit/ κl 

 

1unit 

ddH2O θαηάιιειε πνζφηεηα γηα ζπκπιήξσζε ηνπ φγθνπ ζηα 50 κl 
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ii.Τβξηδηζκόο ηωλ εθθηλεηώλ ζηηο ζπκπιεξσκαηηθέο ζέζεηο ηεο αθνινπζίαο ζηφρνπ, κε άλνδν 

ηεο ζεξκνθξαζίαο θαη εθ λένπ ζρεκαηηζκφ δεζκψλ πδξνγφλνπ 

iii.Δπηκήθπλζε ηνπ DNA, βάζεη ηεο πνιπκεξάζεο , ε νπνία πξνζδέλεηαη ζην ζχκπινθν εθθηλεηή- 

κήηξαο, απνζπά dNTPs απ‘ ην δηάιπκα θαη πνιπκεξίδεη κε δηεχζπλζε 5΄-3‘. 

Σα βήκαηα απηά επαλαιακβάλνληαη πνιιέο θνξέο θαη ζε θάζε επαλάιεςε ζπληίζεηαη θαη κηα λέα 

δηπιή έιηθα DNA πνπ ζα απνηειέζεη κήηξα γηα ηνλ επφκελν θχθιν. 

 

 

 Μεηά ην πέξαο ηεο αληίδξαζεο ηα πξντφληα αλαιχνληαη ζε πεθηή αγαξφδεο 0,8-1,2%. 

 

Σν παξαπάλσ απνηειεί έλα γεληθεπκέλν πξνθίι ζεξκνθξαζηψλ θαη ζηαδίσλ  PCR αληίδξαζεο, πνπ 

αλάινγα κε ηηο επηζπκεηέο εθαξκνγέο θαη ηδηαηηεξφηεηεο θάζε δείγκαηνο, επηδέρεηαη κεγάινπ 

αξηζκνχ παξεκβάζεσλ. Δπηπιένλ, Σερληθέο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα λα ξπζκίδνπλ ηε δπλακηθή 

ηζνξξνπία πξνο ην επηζπκεηφ πξντφλ απνηεινχλ: 

1. Hot-Start PCR (D‘ Aquila et al., 1991; Erlich. et al., 1991; Ruano et al., 1992) 

Πεξηιακβάλεη ηελ ζπκπιήξσζε ην κίγκαηνο ηεο αληίδξαζεο- ζπλήζσο κε ην έλδπκν-ζε κηα πςειή 

ζεξκνθξαζία, ψζηε λα απνηξαπεί ν πβξηδηζκφο θαη ε επηκήθπλζε απφ κε επηζπκεηέο αθνινπζίεο, 

πνπ κπνξεί λα ζπληειείηαη ιφγσ ησλ κε εμεηδηθεπκέλσλ ζπλζεθψλ πνπ επηθξαηνχλ θαηά ηε 

κεηάβαζε απφ ηε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο  ζην πξψην βήκα απνδηάηαμεο (94ºC). 

2. Touchdown PCR (Don et al., 1991) 

Δίλαη κηα ηερληθή θαηά ηελ νπνία ιακβάλεη ρψξα ζηαδηαθή κείσζε ηεο ζεξκνθξαζίαο πβξηδηζκνχ, 

θπξίσο θαηά ηνπο πξψηνπο θχθινπο, ψζηε ν αξρηθφο πβξηδηζκφο λα ζπληειεζηεί κφλν ζηηο 

αθνινπζίεο πνπ παξνπζηάδνπλ απφιπηε νκνινγία κε ηνπο εθθηλεηέο. 

Αξηζκόο θύθιωλ ηάδην 

1 Απνδηάηαμε ζηνπο 90-98ºC 

 

25- 45 

Απνδηάηαμε ζηνπο 90-98ºC γηα 30‘‘ 

Τβξηδηζκφο εθθηλεηψλ ζηνπο 45-72ºC γηα 10-40 ‗‘ 

Δπηκήθπλζε ζηνπο 72ºC γηα 15-30 s /1 kb 

1 Σειηθή επηκήθπλζε ζηνπο 72ºC γηα 5-10‘ 
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Ο πβξηδηζκφο ησλ εθθηλεηψλ πξαγκαηνπνηείηαη ζε ζεξκνθξαζία αλάινγε κε ηελ ζεξκνθξαζία ηήμεο 

ησλ εθθηλεηψλ (Σm). Οξίδεηαη σο ε ζεξκνθξαζία ζηελ νπνία ην 50% ησλ πβξηδίσλ εθθηλεηή- 

κήηξαο DNA έρεη απνρσξηζηεί. Τπνινγίδεηαη δε, απφ ηελ παξαθάησ εμίζσζε: 

Σm = 69.3ºC  + 0.41 * (G + C)% - 650 / (κήθνο εθθηλεηή) 

Ζ ζεξκνθξαζία ηήμεο ησλ εθθηλεηψλ εμαξηάηαη απφ ην πεξηερφκελν ησλ εθθηλεηψλ ζε γνπαλίλε (G) 

θαη θπηνζίλε (C) θαη απφ ηνλ αξηζκφ βάζεσλ απηψλ. Ζ ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ 

ζπλήζσο θπκαίλεηαη 2ºC θάησ απφ ην Tm ησλ εθθηλεηψλ. Ωζηφζν δχλαηαη λα ππάξρνπλ 

δηαθπκάλζεηο αλάινγα κε ηηο ηδηφηεηεο ηεο πνιπκεξάζεο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη. Γεληθά φζν πην 

ρακειή είλαη ε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ απφ ην Σm ησλ εθθηλεηψλ, ηφζν ιηγφηεξν απζηεξέο είλαη νη 

ζπλζήθεο πβξηδνπνηήζεο, κε απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή κε-εηδηθψλ, αλεπηζχκεησλ, ηκεκάησλ 

DNA. Οη ηδηφηεηεο ηεο εθάζηνηε ρξεζηκνπνηνχκελεο πνιπκεξάζεο θαζνξίδνπλ ηελ ζεξκνθξαζία 

απνδηάηαμεο, πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ θαη ηεο επηκήθπλζεο, θαζψο θαη ηελ ρξνληθή δηάξθεηα ησλ 

παξαπάλσ ζηαδίσλ. 

 

8.2 ρεδηαζκόο εθθηλεηώλ 

Ο ζεκαληηθφηεξνο ίζσο παξάγνληαο γηα κηα επηηπρεκέλε αληίδξαζε PCR είλαη ν ζρεδηαζκφο 

θαηάιιεισλ εθθηλεηψλ. Ο ζηφρνο είλαη ε επίηεπμε ηεο ηζνξξνπίαο κεηαμχ δχν παξακέηξσλ:    

A. Σελ ελίζρπζε ηεο εμεηδίθεπζεο, ε νπνία εμεγείηαη σο ε ζπρλφηεηα κε ηελ νπνία ζπκβαίλεη 

έλαο ιάζνο πβξηδηζκφο ηνπ εθθηλεηή 

B. Σελ ελίζρπζε ηεο παξαγσγηθφηεηαο, ε νπνία αλαθέξεηαη ζηελ πξνζέγγηζε ηεο πνζφηεηαο 

ζηε ζεσξεηηθή ηηκή ηνπ δηπιαζηαζκνχ ηνπ πξντφληνο γηα θάζε θχθιν ηεο αληίδξαζεο. 

Γηα ηνλ ζρεδηαζκφ ησλ εθθηλεηψλ πξέπεη λα ιακβάλνληαη ππφςε νη αθφινπζεο, απαξαίηεηεο 

ηδηφηεηεο πνπ πξέπεη λα έρεη ν θάζε εθθηλεηήο: 

 Σν κήθνο ηνπ θάζε εθθηλεηή θπκαίλεηαη κεηαμχ 18-30 βάζεηο 

 Σν πεξηερφκελν ηνπ εθθηλεηή ζε GC% λα είλαη θνληά ζην 50% 

 Σν 3‘ άθξν ηνπ εθθηλεηή λα πεξηέρεη ειεγρφκελν πνζνζηφ ζε λνπθιενηίδηα G, C 

(ζπλήζσο φρη πάλσ απφ 50%) 

 Ο εθθηλεηήο δελ πξέπεη λα ζρεκαηίδεη βξφγρνπο θαη δηκεξή κε ηνλ εαπηφ ηνπ 

 Ο νξζφο θαη ν αλάζηξνθνο εθθηλεηήο λα κελ ζρεκαηίδνπλ δηκεξή κεηαμχ ηνπο θαη λα 

έρνπλ παξφκνηα Tm 
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 Nα ππάξρεη ηζφπνζε θαη νκνηφκνξθε θαηαλνκή φισλ ησλ λνπθιενηηδίσλ θαηά κήθνο ηνπ 

εθθηλεηή 

 

8.3 RACE-PCR: RAPID AMPLIFICATION OF cDNA ENDS 

Γηα ηελ κειέηε ηεο δνκήο θαη ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ, είλαη απαξαίηεην λα ππάξρεη αθέξαην θαη 

νιφθιεξν ην cDNA. Παιαηφηεξεο κέζνδνη, φπσο ζάξσζε cDNA βηβιηνζήθεο, απαηηνχζαλ πνιχ 

θφπν θαη θπξίσο πνιχ ρξφλν ψζηε λα εμαζθαιίζνπλ θάηη ηέηνην. Νεφηεξεο κέζνδνη αλαπηχρζεθαλ 

ινηπφλ, εληζρχνληαο αθνινπζίεο, πξνεξρφκελεο απφ κήηξα mRNA κεηαμχ κηαο εζσηεξηθήο, γλσζηήο 

πεξηνρήο θαη κηαο άγλσζηεο πεξηνρήο, ελφο απφ ηα δχν άθξα ηνπ γνληδίνπ (3‘ ή 5‘ άθξν).  

 3’ RACE 

Ζ ηερληθή ρξεζηκνπνηεί ηελ πνιπαδελπιησκέλε νπξά πνπ ππάξρεη θπζηνινγηθά ζην επθαξπσηηθφ 

mRNA ζαλ κηα γεληθή ζέζε εθθηλεηή γηα ηελ ελίζρπζε ηεο PCR. ηελ δηαδηθαζία απηή ηα mRNA 

κεηαηξέπνληαη ζε cDNA, κέζσ αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο, κε ηε ρξήζε ελφο νιηγν-dT εθθηλεηή. Σν 

cDNA-ζηφρνο εληζρχεηαη, ζηε ζπλέρεηα, κέζσ PCR κε ηε ρξήζε ελφο εμεηδηθεπκέλνπ νξζνχ 

εθθηλεηή απφ ηε γλσζηή εζσηεξηθή αθνινπζία( gene specific primer-GSP) θαη ελφο αλάζηξνθνπ 

εθθηλεηή πνπ ζηνρεχεη ζηε poly(A) νπξά ηνπ κελχκαηνο. Έηζη κπνξνχλ λα απνκνλσζνχλ 3‘- mRNA 

αθνινπζίεο πνπ εθηείλνληαη κεηαμχ ηνπ εζσηεξηθνχ ηκήκαηνο θαη ηεο poly(A) νπξάο. 

 5’ RACE 

Απνηειεί κηα ηερληθή πνπ θαζηζηά δπλαηή ηελ απνκφλσζε ησλ 5‘ άθξσλ απφ ζπάληα κελχκαηα. Ζ 

βαζηθή ζηξαηεγηθή ζηεξίδεηαη ζηελ αλάζηξνθε κεηαγξαθή ηνπ κελχκαηνο κε ηε ρξήζε 

εμεηδηθεπκέλνπ αλάζηξνθνπ εθθηλεηή (GSP1), γεγνλφο πνπ επηηξέπεη ηε κεηαηξνπή ζε  cDNA ηνπ 

δεηνχκελνπ  mRNA-ζηφρνπ, ή ζπγγελψλ mRNA, απμάλνληαο, έηζη ηελ πηζαλφηεηα πιήξνπο 

επέθηαζεο σο ην 5‘ άθξν ηνπ κελχκαηνο. Αθνινχζσο ιακβάλεη ρψξα απνδφκεζε ηεο κήηξαο mRNA 

θαη ην κνλφθισλν cDNA πξντφλ θαζαξίδεηαη απφ κε ελζσκαησκέλα dNTPs θαη κφξηα ηνπ GSP1, 

γηα αχμεζε ηεο απφδνζεο θαη επηηπρίαο ηνπ επφκελνπ θξίζηκνπ βήκαηνο ηεο  αθξαίαο επέθηαζεο 

(tailing). Σν έλδπκν ΣdT ( ηειηθή δενμπ λνπθιενηηδηθή ηξαλζθεξάζε) ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

πξνζζήθε νκνπνιπκεξψλ νπξψλ ζην 3‘ άθξν ηνπ cDNA. Αθνινχζσο ην επηκεθπκέλν cDNA 

εληζρχεηαη κε PCR, κε ηε ρξήζε ελφο ή πεξηζζφηεξσλ αλάζηξνθσλ εζσηεξηθψλ εθθηλεηψλ (nested 

GSP), θαη ελφο νξζνχ εθθηλεηή πνπ ζηνρεχεη ζηε νκνπνιπκεξή νπξά ηνπ cDNA. Απηφ επηηξέπεη ηελ 

ελίζρπζε ηκεκάησλ  κεηαμχ ηνπ εζσηεξηθνχ εθθηλεηή θαη ηνπ 5‘ άθξνπ ηνπ mRNA.  
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Ζ ηερληθή έρεη ρξεζηκνπνηεζεί κε επηηπρία ζε πιεζψξα εθαξκνγψλ γηα ηελ ελίζρπζε θαη 

θισλνπνίεζε ζπάλησλ κεηαγξαθεκάησλ, πνπ ήηαλ εμαηξεηηθά δχζθνιε γηα ηηο ζπκβαηηθέο ηερληθέο, 

ππεξηεξψληαο νπζηαζηηθά ζηελ ηαρχηεηα ηεο αλάιπζεο ησλ πξντφλησλ ηνπ RT, ε νπνία κπνξεί λα 

ζπληειεζηεί κηα κε δχν κέξεο κεηά ηελ έλαξμε ηνπ πεηξάκαηνο. Ζ κέζνδνο κπνξεί αθφκα λα 

εθαξκνζηεί θαη ζε ήδε ππάξρνπζεο βηβιηνζήθεο, ή, ζε ζπλδπαζκφ κε κεζφδνπο φπσο ην 

εθθπιηζκέλν PCR, γηα ηελ απνκφλσζε θαη ην ραξαθηεξηζκφ άγλσζησλ αθνινπζηψλ. 

 

9. ΔΣΔΡΟΛΟΓΗ ΔΚΦΡΑΗ ΠΡΩΣΔΙΝΗ Δ ΒΑΚΣΗΡΙΑ 

Σα βαθηεξηαθά ζπζηήκαηα έθθξαζεο πξσηετλψλ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ παξαγσγή πνιιψλ 

πξνθαξπσηηθψλ θαη επθαξπσηηθψλ πξσηετλψλ. Σα E. coli σο βαθηεξηαθά θχηηαξα έθθξαζεο 

ρξεζηκνπνηνχληαη επξχηαηα εμαηηίαο ηνπ πςεινχ ξπζκνχ αλάπηπμεο θαη ησλ ζεκαληηθψλ επηπέδσλ 

έθθξαζεο πνπ παξνπζηάδνπλ. Παξφια ην ζχζηεκα έθθξαζεο ηνπ E.coli θέξεη θαη θάπνηα 

κεηνλεθηήκαηα πνπ αθνξνχλ ηελ έιιεηςε κεηα- κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ πνπ απνηειεί 

απαξαίηεηε δηαδηθαζία γηα ηελ ζσζηή αλάδηπισζε, ηελ ιεηηνπξγηθφηεηα θαη ηελ ζηαζεξφηεηα ησλ 

πξσηετλψλ . 

Tα ζπζηήκαηα έθθξαζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα κειέηε ήηαλ ηα εμήο: 

 pET (Novagen) 

 p QE (Qiagen) 

 

9.1 ύζηεκα έθθξαζεο pET 

Σν ζχζηεκα έθθξαζεο pET πεξηγξάθεθε αξρηθά απφ ηνπο Studier et al., 1990). Βαζίδεηαη ζην 

γνλίδην ηεο Σ7 RNA πνιπκεξάζεο, ε νπνία δελ αλαγλσξίδεηαη απφ ηελ RNA πνιπκεξάζε ηνπ E. 

coli. Ζ έθθξαζε πξνυπνζέηεη ζηα βαθηεξηαθά θχηηαξα έθθξαζεο λα ππάξρεη Σ7 RNA πνιπκεξάζε. 

ηα BL21 θχηηαξα έθθξαζεο, ππάξρεη ε Σ7 RNA πνιπκεξάζε, ππφ ηνλ έιεγρν ηνπ πξναγσγέα 

lacUV, ν νπνίνο επάγεηαη απφ ην IPTG. Σν lacI θαηαζηέιιεη ηφζν ηνλ lacUV πξναγσγέα, φζν θαη ην 

Σ7/ lac πβξίδην-πξναγσγέο πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην πιαζκίδην. Έλα αληίγξαθν ηνπ lacI γνληδίνπ 

βξίζθεηαη θαη ζην βαθηεξηαθφ γέλσκα ηνπ E. coli θαη ζην πιαζκίδην pET. Ζ Σ7 RNA πνιπκεξάζε 

κεηαγξάθεηαη φηαλ ην IPTG πξνζδέλεηαη θαη πξνθαιεί ηελ απειεπζέξσζε ηνπ ηεηξακεξνχο lac Ι 

απφ ην ρεηξηζηή lac. Ζ κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ- ζηφρνπ απφ ηνλ Σ7/ lac πξναγσγέα μεθηλά κε ηε 

δξάζε ηεο Σ7 RNA πνιπκεξάζεο.  
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Δηθ. 13: χζηεκα έθθξαζεο pET 

                              

ηελ παξνχζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθε ν θνξέαο pET 28a, o νπνίνο έρεη κέγεζνο 5369bp θαη θέξεη 

γνλίδην αλζεθηηθφηεηαο ζην αληηβηνηηθφ θαλακπθίλε. Δπίζεο ζην ακηλνηειηθφ θαη ζην 

θαξβνμπηειηθφ ηνπ άθξν θέξεη αθνινπζία His-Tag. Aξρηθά ηα αλαζπλδπαζκέλα κε ην επηζπκεηφ 

γνλίδην, πιαζκίδηα κεηαζρεκαηίδνπλ ηα θχηηαξα DH5a, ηα νπνία δελ έρνπλ ηελ δπλαηφηεηα 

έθθξαζεο. Σα κεηαζρεκαηηζκέλα βαθηήξηα επηιέγνληαη ζε ζηεξεφ ζξεπηηθφ κέζν LB παξνπζία 

θαλακπθίλεο θαη ζηε ζπλέρεηα κεηαθέξνληαη ζηα θχηηαξα έθθξαζεο BL21. Kαη απηά επηιέγνληαη ζε 

ζηεξεφ ζξεπηηθφ κέζν LB παξνπζία θαλακπθίλεο. 
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                                  Δηθ.14: Ο πιαζκηδηαθφο θνξέαο pET28a. 

 

 

9.2 ύζηεκα έθθξαζεο pQE 

To ζχζηεκα έθθξαζεο pQE βαζίδεηαη ζηνλ πξναγσγέα lac/ T5. Σα πιαζκίδηα pQE δηαζέηνπλ ηνλ 

πξναγσγέα Σ5, ν νπνίνο αλαγλσξίδεηαη απφ ηελ RNAπνιπκεξάζε ηνπ Δ. coli. Δπηπιένλ 

πεξηιακβάλνπλ δχν ρεηξηζηέο lac, νη νπνίνη απμάλνπλ ηελ πξφζδεζε ηνπ lac θαηαζηνιέα θαη 

εμαζθαιίδνπλ ηελ απνηειεζκαηηθή θαηαζηνιή ηνπ ηζρπξνχ πξναγσγέα Σ5. Ζ εμαηξεηηθά πςειή 

έθθξαζε πνπ πξνάγεηαη απφ ηνλ Σ5 πξναγσγέα, κπνξεί λα ξπζκηζηεί θαη λα θαηαζηαιεί, κφλν απφ 

ηελ παξνπζία πςειήο πνζφηεηαο lac θαηαζηνιέα.  
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ηα Μ15 θχηηαξα έθθξαζεο πεξηέρεηαη ην πιαζκίδην pREP4, ην νπνίν εθθξάδεη ζπλερψο ηελ 

πξσηείλε θαηαζηνιέα- lac, πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην lacI γνλίδην. Ζ έθθξαζε επάγεηαη κε ηελ 

πξνζζήθε IPTG, ην νπνίν πξνζδέλεηαη ζηελ πξσηείλε θαηαζηνιέα θαη ηελ απελεξγνπνηεί.  

 

Με ηνλ ηξφπν απηφ ε RNA πνιπκεξάζε 

δχλαηαη λα κεηαγξάςεη ηηο αθνινπζίεο 

θαησθεξηθά ηνπ Σ5 πξναγσγέα. 

ηελ παξνχζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθε 

ν θνξέαο pQE30, ν νπνίνο έρεη κέγεζνο 

3461bp θαη θέξεη γνλίδην 

αλζεθηηθφηεηαο ζην αληηβηνηηθφ 

ακπηθηιίλε. Δπίζεο πεξηέρεη θαη ηελ 

αθνινπζία Ζis- tag.Tα αλαζπλδπαζκέλα 

κε ην επηζπκεηφ γνλίδην πιαζκίδηα 

κεηαζρεκαηίδνπλ αξρηθά ηα θχηηαξα  

Δηθ.15: Ο πιαζκηδηαθφο θνξέαο 

pQE 30-32. 

 

Δηθ.16: Σν πιαζκίδην pREP4. 
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XL1 BLUE, ζηα νπνία παξάγεηαη κεγάιε πνζφηεηα lac θαηαζηνιέα. Σα κεηαζρεκαηηζκέλα 

βαθηήξηα επηιέγνληαη ζε ζηεξεφ ζξεπηηθφ κέζν LB παξνπζία ακπηθηιίλεο. Παξά ην γεγνλφο φηη 

πξαγκαηνπνηήζεθε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ζηα ΥL1 BLUE θχηηαξα, κεηαθέξζεθαλ θαη ζηα Μ15 

ηα νπνία πεξηέρνπλ ην πιαζκίδην pREP-4 πνπ ερεη αλζεθηηθφηεηα ζηελ θαλακπθίλε. Σα ηειεπηαία 

επηιέγνληαη ζε ζηεξεφ ζξεπηηθφ κέζν LB παξνπζία θαλακπθίλεο θαη ακπηθηιίλεο. 

 

9.3 Δπαγσγή ηεο έθθξαζεο 

 Αλάπηπμε ησλ ζεηηθψλ απνηθηψλ θπηηάξσλ έθθξαζεο ζε ζξεπηηθφ κέζν LB (5κl) ππφ ηελ 

παξνπζία ησλ θαηάιιεισλ αληηβηνηηθψλ, ζηνπο 37ºC ν/n. 

Μεηαζρεκαηηζκέλα ΒL21 ρξεηάδνληαη θαλακπθίλε (50mg/ml), XL1 BLUE ρξεηάδνληαη 

ακπηθηιίλε (100mg/ml), M15-pREP4 ρξεηάδνληαη θαλακπθίλε (25κg/ml) θαη ακπηθηιίλε 

(100κg/ml). 

 ηε ζπλέρεηα γίλεηαη αλαθαιιηέξγεηα 1/100, νπφηε κηθξή πνζφηεηα απηψλ (50κl) κφιπλαλ 

λέα πγξή θαιιηέξγεηα (10ml) κε αληηβηνηηθά θαη αλαπηχζζνληαη ζηνπο 37ºCεσο φηνπ νη 

βαθηεξηαθέο θαιιηέξγεηεο απνθηήζνπλ νπηηθή ππθλφηεηα O.D.= 0.5 

 Αθνινπζεί πξνζζήθε ΗPTG ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1mM, κε ζθνπφ ηελ επαγσγή ηνπ 

ζπζηήκαηνο έθθξαζεο. Ζ επαγσγή δηαξθεί εψο 6ψξεο. Γείγκαηα ιακβάλνληαη ζε δηάθνξεο 

ρξνληθέο ζηηγκέο (1ml θαιιηέξγεηαο), θπγνθεληξνχληαη θαη θπιάζζνληαη ζηνπο -20ºC. 

 Aπφ θάζε θαιιηέξγεηα δηαηεξνχληαη ηα εμήο δείγκαηα: 

Total ζην νπνίν βξίζθνληαη φιεο νη πξσηεΐλεο 

Μεηά απφ sonication (δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία κέζσ ππεξήρσλ ζπάλε ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα, 

ελψ νη πξσηεΐλεο κέλνπλ άζηθηεο) 

Pellet (ίδεκα) θαη Supernatant (ππεξθείκελν) 

 Σν δείγκα ζην νπνίν βξίζθεηαη ην ίδεκα αξρηθά επαλαδηαιχεηαη ζε 250κl 

Sonication buffer 

 Mέζσ ππεξήρσλ (sonication), ην νπνίν δηαξθεί 10min, ζπάλε ηα βαθηεξηαθά 

θχηηαξα 

 ηε ζπλέρεηα ην δείγκα θπγνθεληξείηαη γηα 10min ζηνπο 4Cº 

 Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε λέν eppendorf 
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10. AΝΑΛΤΗ ΠΡΩΣΔΪΝΩΝ 

10.1 Αλάιπζε πξσηεηλώλ ζε πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο  (SDS- PAGE, SDS-  

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 

                                         

Δίλαη ε πην αμηφπηζηε κέζνδνο γηα ηνλ δηαρσξηζκφ θαη αλάιπζε πξσηετληθψλ δεηγκάησλ ελψ 

παξάιιεια ζπλδπάδεηαη εχθνια θαη απνηειεζκαηηθά κε άιιεο κεζφδνπο φπσο ην western blotting. 

Οη πεθηέο πνιπαθξπιακίδεο είλαη ρεκηθά αδξαλείο θαη δηάθαλεο κε πφξνπο πνπ δεκηνπξγνχληαη απφ 

ηνλ πνιπκεξηζκφ ησλ κνλνκεξψλ αθξπιακίδεο κε ην αληηδξαζηήξην N,N‘-methylenebisacrylamide. 

Ζ ζπλήζεο αλαινγία αθξπιακίδεο : bis- acrylamide είλαη 29:1 θαη θαζηζηά εθηθηφ ηνλ δηαρσξηζκφ 

πνιππεπηηδίσλ πνπ ηα κνξηαθά ηνπο βάξε δηαθέξνπλ κέρξη 3%. Ζ δηάκεηξνο ησλ πφξσλ ηνπ 

πεθηψκαηνο είλαη αλάινγε ηεο ζπγθέληξσζεο πνιπαθξπιακίδεο.  

Γηα ηελ έλαξμε ηνπ πνιπκεξηζκνχ ηεο πνιπαθξπιακίδεο είλαη απαξαίηεηε ε παξνπζία ησλ 

αληηδξαζηεξίσλ Ammonium persulfate (APS) θαη Tetramethyl ethylenediamine (TEMED), ην 

πξψην απφ ηα νπνία δξα σο δφηεο ειεπζέξσλ ξηδψλ, ελψ ην δεχηεξν δξα θαηαιπηηθά σο ζπιιέθηεο 

απηψλ. 

 Σν κίγκα (αθξπιακίδεο, Tris-HCl, SDS, APS, TEMED) ρχλεηαη κέζα ζε θαινχπηα θαη νη πεθηέο 

κπνξνχλ λα είλαη είηε θπιηλδξηθέο (κέζα ζε θπιηλδξηθνχο γπάιηλνπο ζσιήλεο) ή επίπεδεο (αλάκεζα 

ζε 2 επίπεδα γπαιηά κε ζθξαγηζκέλα ηα πιατλά άθξα ηνπο) ελψ ηα δείγκαηα ηνπνζεηνχληαη ζε νπέο 

(wells) ζην πάλσ κέξνο ηεο πεθηήο. 

Γεληθά, ζηελ PAGE νη πεθηέο κπνξνχλ λα θαηαζθεπαζηνχλ κε ζηαζεξή ζπγθέληξσζε 

πνιπαθξπιακίδεο θαη buffer (continuous buffer systems) ή κε ηε δεκηνπξγία ελφο ‗ζπγθεληξσηηθνχ΄ 

gel (stacking gel) αθξηβψο πάλσ απφ ην ‗αλαιπηηθφ‘ gel (resolving gel) (discontinuous buffer 

systems). Σν stacking gel έρεη κηθξφηεξε ζπγθέληξσζε πνιπαθξπιακίδεο θαη ζπλεπψο 

Sonication buffer 

20mM Tris HCL, pH 8,   2.5mM EDTA,   5mM 

imidazole,   10% glycerol,  150mM KCL 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Acrylamide
http://en.wikipedia.org/wiki/Tris-HCl
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Ammonium_persulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/TEMED
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κεγαιχηεξνπο πφξνπο απφ ην resolving (ή separation ή running) gel, ζην νπνίν γίλεηαη θαη ν 

δηαρσξηζκφο ηνπ δείγκαηνο. Οη δπν απηνί παξάκεηξνη, δειαδή ε δηαθνξεηηθή ζπγθέληξσζε 

πνιπαθξπιακίδεο θαη buffer επηηξέπεη δείγκαηα κε κεγάινπο φγθνπο λα ζπγθεληξσζνχλ ζηελ πξψηε 

πεθηή (stacking gel) πξηλ εηζέιζνπλ ζηε δεχηεξε πεθηή φπνπ θαη ζα δηαρσξηζηνχλ. Απηφ βειηηψλεη 

θαηά πνιχ ηελ αλάιπζε θαζψο φιν ην δείγκα μεθηλάεη λα αλαιχεηαη απφ ην ίδην ζεκείν. Αληίζεηα, 

ηα ζπζηήκαηα κε ζηαζεξή ζπγθέληξσζε πνιπαθξπιακίδεο θαη buffer επηβάιινπλ ηε ζπγθέληξσζε 

ηνπ δείγκαηνο ζε πνιχ κηθξφ φγθν. 

 

Προεηοιμαζία ηοσ δείγμαηος 

Ζ πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο είλαη πνιχ ζεκαληηθή θαη απφ κφλε ηεο κπνξεί λα θξίλεη ηελ επηηπρία 

ηεο ειεθηξνθφξεζεο. ηα πξνο αλάιπζε δείγκαηα πξηλ ηελ ειεθηξνθφξεζε πξνζηίζεηαηLaemmli 

buffer, ην νπνίν πεξηέρεη: 

 SDS – εθηφο απν ηα ήδε πξναλαθεξζέληα, ε ρξήζε ηνπ εθκεδελίδεη ηηο πδξφθνβεο 

αιιειεπηδξάζεηο θαη ηελ δεκηνπξγία ζπκπιφθσλ. 

 Γιπθεξόιε – είλαη παρχξξεπζην πγξφ θαη βνεζάεη ην δείγκα λα βπζηζηεί ζηνλ πάην 

ηεο νπήο ηνπ gel. 

 Tris– είλαη κηα νξγαληθή νπζία θαη πξνζδίδεη ην θαηάιιειν pH (6,8) γηα ηε 

δηαηήξεζε ησλ πξσηετλψλ. 

 Dithiothreitol (DTT) ή 2-mercaptoethanol – είλαη αλαγσγηθέο νπζίεο θαη δηαζπάλε 

ηνπο δηζνπιθηδηθνχο δεζκνχο αλάκεζα ζηηο θπζηεΐλεο ησλ πξσηετλψλ θαη ζπκβάινπλ 

ζηελ πιήξε κεηνπζίσζή ηνπο. 

 κπιε βξσκνθαηλόιε – είλαη ρξσζηηθή κε αξλεηηθά θνξηηζκέλα κφξηα (άξα ζα 

κεηαθηλεζεί πξνο ηελ άλνδν) θαη ρξεζηκνπνηείηαη σο έλδεημε γηα ηελ πνξεία ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο. 

ηε ζπλέρεηα ην δείγκα ζεξκαίλεηαη ζηνπο 80ºC γηα 10 ιεπηά, ψζηε ην SDS λα δεζεί κε ηηο 

πξσηεΐλεο θαη λα δξάζεη ε αλαγσγηθή νπζία, απνηξέπνληαο κε απηφ ηνλ ηξφπν φιεο ηηο πξσηετληθέο 

αιιειεπηδξάζεηο. 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Glycerol
http://en.wikipedia.org/wiki/Tris
http://en.wikipedia.org/wiki/Dithiothreitol
http://en.wikipedia.org/wiki/2-mercaptoethanol
http://en.wikipedia.org/wiki/Bromophenol_blue
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Παξαθάησ παξνπζηάδεηαη ε ζχζηαζε ηνπ πεθηψκαηνο ηεο πνιπαθξπιακίδεο: 

 

Aθνχ παξαζθεπαζηεί ην πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο, ζπλαξκνινγείηαη ε ζπζθεπή ειεθηξνθφξεζεο 

θαη εηζάγεηαη θαη ην δηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο. Καηφπηλ εθαξκφδνληαη ηα πξσηετληθά δείγκαηα ζηηο 

θαηάιιειεο ζέζεηο- ‗‘πεγαδάθηα‘‘ θαη ξπζκίδεηαη ην ηξνθνδνηηθφ ζηα 25m Α θαη 200V. ην ηέινο 

ηεο ειεθηξνθφξεζεο ην πήθησκα ρξεζηκνπνηείηαη είηε γηα ρξψζε είηε γηα κεηαθνξά πξσηετλψλ ζε 

θαηάιιειε κεκβξάλε. 

 

 

 

 

 

 

Stacking gel (5 %)  

πζηαηηθά  Aξρηθή 

ζπγθέληξσζε  

Πνζόηεηα 

(5ml / gel)  

ddH2O  -  2.1 ml  

Acrylamide mix  30% w/ v  0.5 ml  

Tris-HCl            

(p H 6.8)  

1 M  0.38 ml  

SDS           

electrophoresis 

grade  

10% w/ v  0.03 ml  

APS  10% w/ v  0.03 ml  

TEMED   0.003 ml  

Resolving gel (10 % )  

πζηαηηθά  Αξρηθή 

ζπγθέληξσζε  

Πνζόηεηα          

(5ml / gel)  

ddH 2O  -  1.9 ml  

Acrylamide mix  30% w/ v  1.7 ml  

Tris-HCl         

(p H 8.8)  

1.5 M  1.3 ml  

SDS           

electrophoresis 

grade  

10% w/ v  0.05 ml  

APS  10% w/ v  0.05 ml  

TEMED   0.002 ml  

Γηαιύκαηα ειεθηξνθόξεζεο πξωηεηλώλ 

1x Γηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο (Tris- glycine running buffer): 

25m M Tris, 250m M Glycine (electrophoresis grade p H 8.3), 0.1% w/v SDS 

2x loading buffer: 

100m M Tris- HCl p H 6.8,  5% w/v SDS (electrophoresis grade), 0.02% w/v  

bromophenol blue, 20% v/v glycerol, 1% b- mercaptoethanol, dd H2O 
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10.2  Υξώζε ησλ πξσηεηλώλ 

Ζ ρξψζε ησλ δηαρσξηζκέλσλ, ζε πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο, πξσηετλψλ, πξαγκαηνπνηείηαη είηε κε 

άιαηα αξγχξνπ είηε κε Coomasie Brilliant Blue. H ηειεπηαία πξνζδέλεηαη κε-εηδηθά ζηηο πξσηεΐλεο 

αιιά φρη ζην πήθησκα επηηξέπνληαο ηελ νπηηθνπνηήζε ησλ πξσηεηλψλ σο κπιε δψλεο ζην 

απνρξσκαηηζκέλν πήθησκα. H Coomasie Brilliant Blue πξφθεηηαη γηα κηα ακηλνηξηαξπι-κεζαλν-

ρξσζηηθή, ε νπνία ζπγθξαηείηαη ζηηο πξσηετληθέο δνκέο ιφγσ Van der Waals δπλάκεσλ θαη 

ειεθηξνζηαηηθψλ αιιειεπηδξάζεσλ κε ηηο ακηλνκάδεο απηψλ. Ζ πξφζδεζε ηεο ρξσζηηθήο είλαη 

αλάινγε ηεο πνζφηεηαο ηεο πξσηεΐλεο. ηελ παξνχζα εξγαζία ρξεζηκνπνηήζεθε ε Coomasie 

Brilliant BlueR-250. 

 To πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο κεηαθέξεηαη ζε δηάιπκα ρξψζεο (staining solution), φπνπ 

αλαθηλείηαη ειαθξά γηα 20-30min. 

 ηε ζπλέρεηα ην πήθησκα μεπιέλεηαη κε δηάιπκα απνρξσκαηηζκνχ (destaining solution) φζεο 

θνξέο ρξεηάδεηαη, εσο φηνπ απνρξσκαηηζηεί ην πήθησκα θαη εκθαληζηνχλ νη πξσηετληθέο 

δψλεο. 

 Σν πήθησκα θσηνγξαθίδεηαη θαη θαηφπηλ θπιάζζεηαη ζε ηξηβιίν κε λεξφ. 

 

 

 

 

 

 

10.3 Aλνζναπνηύπσζε θαηά Western (Western blot) 

H αλνζναπνηχπσζε ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ ηαπηνπνίεζε θαη εθηίκεζε ηνπ κεγέζνπο ησλ 

καθξνκνξηαθψλ αληηγφλσλ (ζπλήζσο πξσηεΐλεο) πνπ αληηδξνχλ κε θάπνην αληίζσκα. Πεξηιακβάλεη 

ηελ αλάιπζε ησλ πξσηετληθψλ δεηγκάησλ ζε πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο θαη ζηε ζπλέρεηα ηελ 

κεηαθνξά ηνπο, ειεθηξνθνξεηηθά, ζε θάπνηα κεκβξάλε. Αθνινχζσο νη ειεχζεξεο πεξηνρέο ηεο 

κεκβξάλεο πιεξνχληαη κε παξεκπνδηζηηθφ κέζν (ζθφλε γάιαθηνο 5% w/v ή BSA- Bovine Serume 

Γηαιύκαηα ρξώζεο θαη απνρξωκαηηζκνύ πξωηεηλώλ 

Γηάιπκα ρξώζεο (Staining solution) 

40% v/v κεζαλφιε, 10% v/v νμηθφνμχ, 0,1% w/v Coomasie Blue R-250, H2O 

Γηάιπκα απόρξωζεο (Destaining solution) 

10% v/v κεζαλφιε, 5% v/v νμηθφνμχ, H2O 
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Albumin 1% w/v), κε ζθνπφ ηελ ειαρηζηνπνίεζε ησλ κε εμεηδηθεπκέλσλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ 

κεκβξάλεο θαη αληηζψκαηνο. Καηφπηλ νη αθηλεηνπνηεκέλεο πξσηεΐλεο αληηδξνχλ κε εμεηδηθεπκέλα 

αληηζψκαηα. Σα ζχκπινθα αληηγφλνπ- αληηζψκαηνο ηειηθά εληνπίδνληαη κέζσ δεπηεξνγελψλ 

αληηζσκάησλ, ηα νπνία κπνξνχλ λα εληνπηζηνχλ κέζσ αληηδξάζεσλ ξαδηνγξαθίαο, ρξσκαηηθψλ ή 

ρεκεηνθσηαχγεηαο. 

10.4 Μεηαθνξά ησλ πξσηεηλώλ ζε κεκβξάλε (Western transfer) 

H κεηαθνξά ησλ πξσηεηλψλ απφ ην πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο ζηε κεκβξάλε πξαγκαηνπνηείηαη 

ειεθηξνθνξεηηθά θαη ζθνπφ έρεη ηελ αθηλεηνπνίεζε ησλ πξσηεηλψλ ζε ζηεξεφ κέζν. Ζ θίλεζε ησλ 

πξσηεηλψλ απφ ην πήθησκα ζηε κεκβξάλε γίλεηαη θάζεηα κε ηελ εθαξκνγή δηαθνξάο δπλακηθνχ ζηα 

άθξα ηεο ζπζθεπήο. Τπάξρνπλ ηξεηο ηχπνη κεκβξαλψλ: 

 Νηηξνθπηηαξίλεο (nitrocelluse) 

 Nάηινλ θαη ζεηηθά θνξηηζκέλεο λάηινλ κεκβξάλεο 

 Polyvinylidene fluoride (PVDF) 

ηελ παξνχζα εξγαζία ρξεζηκνπνηήζεθε PVDF κεκβξάλε θαη ε ζπζθεπή Trans- Blot Semi- Dry 

Electrophoretiv Transfer Cell (BIORAD). 

Polyvinylidenefluoride (PVDF): Οη πξσηεΐλεο πξνζδέλνληαη ζε απηέο ηηο κεκβξάλεο κέζσ ηζρπξψλ 

πδξφθνβσλ αιιειεπηδξάζεσλ. Ζ ρσξεηηθφηεηα ησλ PVDF κεκβξαλψλ είλαη πεξίπνπ 170κg/ cm². 

Οη κεκβξάλεο απηέο ζπγθξαηνχλ ηηο πξσηείλεο έμη θνξεο ηζρπξφηεξα ζπγθξηηηθά κε ηηο κεκβξάλεο 

ληηξνθπηηαξίλεο. Δπηπιένλ νη αθηλεηνπνηεκέλεο πξσηείλεο κπνξνχλ λα νπηηθνπνηεζνχλ κε ηε ρξήζε 

δηαθφξσλ ρξσζηηθψλ, φπσο PonceauS, Coomasie Brilliant Blue θαη άιιεο. 

Ζ δηαδηθαζία είλαη ε αθφινπζε: 

 Κφβνληαη έμη δηεζεηηθά ραξηηά Whatmann θαη έλα θνκκάηη κεκβξάλεο PVDF, ζηηο 

δηαζηάζεηο ηνπ πεθηψκαηνο 

 Σν πήθησκα κεηαθέξεηαη ζε ηξηβιίν κε Transfer buffer (1x), φπνπ επίζεο εθεί εκβαπηίδνληαη 

θαη ηα δηεζεηηθά ραξηηά Whatmann. 

 Ζ κεκβξάλε δηαβξέρεηαη ζε 100% κεζαλφιε γηα ιίγα δεπηεξφιεπηα γηα λα ελεξγνπνηεζεί 

 ηε ζπλέρεηα κεηαθέξεηαη θαη ε κεκβξάλε ζην Transfer buffer 

 Σνπνζεηνχληαη ηα δηεζεηηθά ραξηηά, ην πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο θαη ε κεκβξάλε, φπσο 

θαίλεηαη ζην παξαθάησ δηάγξακκα: 
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Ρπζκίδεηαη ην ηξνθνδνηηθφ ζηα 200mA θαη 10V γηα 35min.  

Καηφπηλ ε κεκβξάλε δηαρσξίδεηαη απφ ηα δηεζεηηθά ραξηηά θαη ην πήθησκα θαη μεπιέλεηαη κε 

δηάιπκα TBST. 

 

 

 

 

10.5 Aιιειεπίδξαζε κεκβξάλεο κε εμεηδηθεπκέλα αληηζώκαηα 

Γηα ηελ αλίρλεπζε ρξεζηκνπνηνχληαη αληηζψκαηα πνιπθισληθά ή κνλνθισληθά. Σα πνιπθισληθά 

αληηζψκαηα κπνξνχλ λα αλαγλσξίζνπλ πεξηζζφηεξα απφ έλα επηηφπηα, ελψ ηα κνλνθισληθά κφλν 

έλα.  

H δηαδηθαζία πεξηιακβάλεη αξρηθά ην ρεηξηζκφ ηεο κεκβξάλεο κε θάπνην παξεκπνδηζηηθφ κέζν (5% 

w/v ζθφλε απνβνπηπξσκέλνπ γάιαθηνο) θαη ζηε ζπλέρεηα ηελ εθαξκνγή δχν αληηζσκάησλ. Σν 

πξσηνγελέο αληίζσκα είλαη εμεηδηθεπκέλν γηα ηελ πξσηεΐλε- ζηφρν, ελψ ην δεπηεξνγελέο αληίζσκα 

είλαη εμεηδηθεπκέλν γηα ην πξσηνγελέο αληίζσκα θαη είλαη ζπδεπγκέλν κε θαηάιιειν αληηδξαζηήξην, 

ην νπνίν δχλαηαη εχθνια λα εληνπηζηεί. 

Γηάιπκα κεηαθνξάο πξωηεηλώλ 

10x transfer buffer 

480m M Tris,  390m M glycine,  0.375% SDS 

*ην 1x πξνζζήθε 20% v/v κεζαλφιεο 
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Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη είλαη ε παξαθάησ: 

 Ξεπιέλεηαη ε κεκβξάλε κε δηάιπκα TBST 

 ηε ζπλέρεηα κεηαθέξεηαη ζε δηάιπκα blockingbuffer (TBST κε 5% w/v ζθφλε 

απνβνπηπξσκέλνπ γάιαθηνο) γηα 1h φπνπ αλαθηλείηαη ειαθξά 

 Αθαηξείηαη ην blocking buffer θαη πξνζηίζεηαη ην πξσηνγελέο αληίζσκα, 1/1000 Μνuse Anti-

polyhistidine Taq monoclonal antibody (Chemicon), θαη αθήλεηαη Ο/Ν ζηνπο 4 ή ζε 

ειαθξηά αλάδεπζε γηα 1- 1 ½ h 

 Αθνινχζσο ε κεκβξάλε μεπιέλεηαη κε δηάιπκα TBST (3θνξέο x 10min) 

 Πξνζηίζεηαη ην δεπηεξνγελέο αληίζσκα, 1/3000 goat Anti-Mouse IgG-HRP (Santacruz 

biotechnology), θαη αθήλεηαη γηα 45min. 

 Αθνινχζσο ε κεκβξάλε μεπιέλεηαη κε δηάιπκα TBST (3 θνξέο x 10min) 

 Σν Βlocking buffer θαζψο θαη ηα αληηζψκαηα επαλαρξεζηκνπνηνχληαη θαη θπιάζζνληαη 

ζηνπο -20
0
C. 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Γηαιύκαηα αιιειεπίδξαζεο κεκβξάλεο – εμεηδηθεπκέλωλ αληηζωκάηωλ 

 Γηάιπκα ΣBS (1x) 

10mM Tris- HCl pH 8.0,  150mM NaCl 

 Γηάιπκα TBST 

10m M Tris- HCl p H 8.0,  150m M NaCl,  0.1% v/v Tween 20 

 Γηάιπκα πξωηνγελνύο αληηζώκαηνο 

1/ 1000 πξσηνγελέο αληίζσκα ζε TBS + 5% w/v ζθφλε απνβνπηπξσκέλνπ γάιαθηνο 

 Γηάιπκα δεπηεξνγελνύο  αληηζώκαηνο 

1/ 3000 δεπηεξνγελέο αληίζσκα ζε TBS + 5% w/v ζθφλε απνβνπηπξσκέλνπ 

γάιαθηνο 

       Tα αληηζψκαηα επαλαρξεζηκνπνηνχληαη θαη θπιάζζνληαη ζηνπο -20
0
C. 
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10.6 Αλίρλεπζε ζήκαηνο 

Ζ αλίρλεπζε ζπλίζηαηαη ζηνλ εληνπηζκφ ηνπ δεπηεξνγελνχο αληηζψκαηνο κέζσ ηεο δηεμαγσγήο 

θάπνηαο αληίδξαζεο ρεκεηνθσηαχγεηαο. 

Ζ ππεξνμεηδάζε ηνπ θπηνχ Armoracia rusticana (horseradish), HRP, είλαη κηα πξσηεΐλε πνπ έρεη ηε 

δπλαηφηεηα λα ζπκκεηέρεη  ζε αληηδξάζεηο ρεκεηνθσηαχγεηαο.Ζ ρεκεηνθσηαχγεηα είλαη ε εθπνκπή 

θσηεηλήο αθηηλνβνιίαο, σο απνηέιεζκα ηεο κεηάβαζεο ζπγθεθξηκέλσλ δηεγεξκέλσλ ρεκηθψλ 

νπζηψλ ζηε βαζηθή ηνπο θαηάζηαζε. Ζ αλίρλεπζε κέζσ αληηδξάζεσλ ρεκεηνθσηαχγεηαο είλαη 

αξθεηά επαίζζεηε, γξήγνξε θαη εθαξκφζηκε, ηφζν ζε δηαιχκαηα φζν θαη ζε κεκβξάλεο. 

Ζ HRP, παξνπζία ππεξνμεηδίνπ ηνπ πδξνγφλνπ, πξνθαιεί κηα θπθιηθή αληίδξαζε 

ρεκεηνθσηαχγεηαο, ε νπνία έρεη σο απνηέιεζκα ηελ νμείδσζε ηνπ luminol ζε κηα δηεγεξκέλε κνξθή 

(3-aminophthalate). Καζψο ην ελδηάκεζν απηφ ζπζηαηηθφ επηζηξέθεη ζηε βαζηθή ηνπ θαηάζηαζε 

εθπέκπεη κπιε αθηηλνβνιία ζηα 428nm, ε νπνία κπνξεί εχθνια λα απνηππσζεί ζε θσηνγξαθηθφ 

θηικ. 

Γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο δξάζεο ηεο HRP ζηελ παξνχζα κειέηε ρξεζηκνπνηείηαη ην αληηδξαζηήξην 

LumiSensor HRP SubstrateKit. Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη είλαη ε εμήο:  

 Αλακεηγλχνληαη ίζεο πνζφηεηεο ησλ δηαιπκάησλ Α θαη Β (1000κl απφ ην θαζέλα) 

 Αθαηξείηαη ην δηάιπκα ΣBST απφ ηελ κεκβξάλε θαη πξνζηίζεηαη ην δηάιπκα luminol ζηε 

κεκβξάλε. Αθνινπζεί επψαζε ζην luminol γηα 1min 

 Aθαηξείηαη ην δηάιπκα luminol θαη ε κεκβξάλε πξννξίδεηαη γηα απηνξαδηνγξαθία 

Ζ κεκβξάλε αξρηθά ηνπνζεηείηαη ζε κεηαιιηθή θαζέηα έθζεζεο κε θηικ KodakX. H έθζεζε δηαξθεί 

ζπλήζσο κεξηθά ιεπηά. Ζ εκθάληζε ηνπ θίικ γίλεηαη κε εκβάπηηζε ηνπ γηα 2-5min ζε δηάιπκα 

εκθάληζεο Developer, αθνινχζσο ζε λεξφ βξχζεο θαη ηειηθά ζε κνληκνπνηεηηθφ δηάιπκα Fixer. 

Tέινο μεπιέλεηαη ζε λεξφ βξχζεο θαη αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη.  
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ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ
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AΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
ε πξνεγνχκελε κειέηε, γηα ηελ απνκφλσζε ηνπ γνληδίνπ αθνινπζήζεθε ε ηερληθή ηνπ 

εθθπιηζκέλνπ PCR, κε ηνλ ζρεδηαζκφ εθθπιηζκέλσλ εθθηλεηψλ απφ ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο κειψλ 

ηεο ππννηθνγέλεηαο CYP71Α, ε νπνία απέδσζε έλα θεληξηθφ ηκήκα 573 βάζεσλ, ην νπνίν 

αληηζηνηρεί ζε αλνηρηφ αλαγλσζηηθφ πιαίζην 191 ακηλνμέσλ. Απφ ην ηκήκα απηφ ζρεδηάζηεθαλ 

εμεηδηθεπκέλνη εθθηλεηέο γηα ηελ ζηφρεπζε ηνπ 5‘ άθξνπ ηνπ γνληδίνπ, κε ηελ ηερληθή ηνπ 5‘RACE-

PCR. Οη αληηδξάζεηο ηνπ 5‘ RACE παξήγαγαλ έλα ηκήκα 510 βάζεσλ, πνπ αληηζηνηρεί ζε αλνηρηφ 

αλαγλσζηηθφ πιαίζην 149 ακηλνμέσλ. Σν ηκήκα απηφ εκθαλίδεη επίζεο ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο ησλ 

θπηνρξσκάησλ πνπ εληνπίδνληαη ζην άκηλν-άθξν ησλ ελδχκσλ, ελψ ζηα 25 ακηλνμέα ηεο πεξηνρήο 

επηθάιπςεο κε ην θεληξηθφ ηκήκα εκθαλίδεη πιήξε νκνινγία. 

 

Ζ παξνχζα εξγαζία είρε σο ζηφρν ηελ ζχλζεζε νιφθιεξνπ ηνπ CYP 71A γνληδίνπ, κε ηελ εχξεζε 

ηεο αιιεινπρίαο ηνπ 3‘ άθξνπ κε ηελ ρξήζε ηεο κεζφδνπ 3‘RACE-PCR θαη ζηε ζπλέρεηα ε 

παξαγσγή θαη ε απνκφλσζε ηεο αληίζηνηρεο πξσηετλεο CYP 71A- Olea. 

 

1. ΦΤΣΙΚΟ ΓΔΙΓΜΑ-  ΑΠΟΜΟΝΩΗ RNA 

 

H απνκφλσζε RNA έγηλε απφ λεαξά θχιια ειηάο πνηθηιίαο  ‗‘Κνξσλέτθε‘‘. Μεηά ηελ ζπιινγή, ηελ 

νκνγελνπνηήζε ηνπ θπηηθνχ ηζηνχ κε πγξφ άδσην θαη ηελ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA, κεηξήζεθε 

θαζκαηνθσηνκεηξηθά ε ζπγθέληξσζε ηνπ δείγκαηνο ζε αξαίσζε 1/100. Σα απνηειέζκαηα 

αλαγξάθνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα: 

 

Γείγκα RNA O.D. 260 O.D. 280 O.D.260/ 

            O.D.280 

C (κg/ κl) 

1/100 0.178 0.096 1.85 712 

 

Αθνινχζεζε ρεηξηζκφο κε DNάζε θαη εθ λένπ ππνινγηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ RNA ζηα 

200κg/ml.  
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ηε ζπλέρεηα έγηλε αλάζηξνθε κεηαγξαθή 1,5 κg νιηθνχ RNA, κε ρξήζε ηνπ dT17Xho I εθθηλεηή, 

ζε αληίδξαζε φγθνπ 20κl (Τιηθά θαη κέζνδνη). Σν πξντφλ ηεο αληίδξαζεο RT αξαηψζεθε 1/5. Σν 

κνλφθισλν cDNA ρξεζηκνπνηήζεθε πεξαηηέξσ σο κήηξα γηα ηηο αληηδξάζεηο ηνπ 3‘RACE-PCR. 

 

Αληίδξαζε αλάζηξνθεο 

κεηαγξαθήο (RT) 

1
st

  step 

RNA (1,5κg) 8 κl 

Primer oligo- dT 17 

(25κΜ) 

3 κl 

dNTPs (10mM) 1 κl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αληίδξαζε DNase (young leaves) 

RNA (10mg) 14κl 

DNase I Reaction Buffer (10x) 8 κl 

DNase I (RNase-free) (2U/κl) 2,5 κl 

RNaseOUT (40U/κl) 1 κl 

H2O 54,5 κl 

Total 80 κl 

 Πξηλ ηελ 

DNase 

Mεηά ηελ 

DNase 

Concentration 712κg/ml 200 κg/ml 

Total 14,24 κg 3,4 κg 

260/280 1,85 1,51 

Recovery 34% 

2
st

  step 

5X First-Strand 

Buffer 

4 κl 

DTT (0,1M) 2 κl 

RNaseOUT (40U/κl) 1 κl 

SuperScript™ II 

Reverse Transcriptase 

(RT) (200U/κl) 

 

1 κl 

total 20 κl 

5’ στους 65⁰C 

 

1h στους 42⁰C  

 

15’ στους 70⁰C  
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 Γηα λα ειεγρζεί ε πνηφηεηα ηνπ cDNA πξαγκαηνπνηήζεθε έλα δνθηκαζηηθφ PCR γηα ην γνλίδην ηεο 

αθηίλεο κε ηε ρξήζε ηεο πνιπκεξάζεο DreamTaq DNA Polymerase, Thermo Scientific, κε 

εθθηλεηέο ηνπο Forward Actin  θαη Reverse Actin ησλ νπνίσλ νη αθνινπζίεο θαη ηα Tm αλαθέξνληαη 

ζηνλ παξαθάησ πίλαθα. Δπίζεο αλαθέξεηαη ην πξφγξακκα ηεο αληίδξαζε PCR πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ην γνλίδην ηεο αθηίλεο  θαζψο επίζεο θαη ε εηθφλα ειεθηξνθφξεζεο. 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

                                                                                                                                                                                                                        

Δκκινηηής Αλληλοστία Σm 

Forward Actin 5'-AAGATGACCCAAATCATGTTTGAGAC-3' 60,47
0 

C 

Reverse Actin 5‘-ACGACCTTGATCTTCATGCTGC-3‘ 60,76
0 

C 

σζηαηικά Ανηίδραζης 

Actin gene 

σνολικός  όγκος 

ανηίδραζης:  25μl 

(10x) DreamTaq Buffer 2,5 κl 

dNTP Mix, 2 mM each 2,5 κl 

Forward Actin  Primer 2,5 κl 

Reverse Actin  Primer : 

 

2,5 κl 

Template DNA 2 κl 

DreamTaq DNA Polymerase 

(500U) 

0,2 κl 

H₂0 12,8 κl 

PCR Actin program 

1. 94 ⁰C γηα 2:00 

2. 94 ⁰C γηα 0:30 

 

3. 57 ⁰C γηα 0:30 

 

4. 72 ⁰C γηα 1:00 

 

5. Go to step 2, 

34 times 

 

6. 72 ⁰C γηα 7:00 

 

7 

 

12⁰C  hold 

 

Δηθ. 17: Aλάιπζε  απφ ην πξντφλ 

ηεο αληίδξαζεο PCR ηνπ γνληδίνπ 

ηεο αθηίλεο ζε πεθηή αγαξφδεο 1% 

.ηε δεχηεξε ζηήιε ν δείθηεο 

κνξηαθψλ βαξψλ Gene Ruler DNA 

Ladder Mix. 
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2. ΔΝΙΥΤΗ ΣΟΤ 3’ ΑΚΡΟΤ ΣΗ ΑΚΟΛΟΤΘΙΑ ΜΔ ΣΗΝ ΜΔΘΟΓΟ 

3’RACE- PCR 

Απφ ην θεληξηθφ ηκήκα θαζψο θαη απφ ην ηκήκα πνπ απνκνλψζεθε κέζσ ηνπ 5RACE-PCR, 

ζρεδηάζηεθαλ νξζνί εθθηλεηέο, φπσο θαίλεηαη ζην παξαθάησ ζρήκα: 

 

TTTTGGCTGAATGTCTGCCTAATTAAATAGTAGAGCATCCTATGAATTCTGTGTTTAAAAGAAA 

ATGATTTCTTTTTCACATCTGATAGTTCCTCTTGTTTCCTTAATTTTGTTCATCGTTTTCCTC

TTCAAATGGTATGGAAATCCTTCTTCAACAGCCCGGAAAAGATTGCCACCATCTCCACCA

AAGCTTCCCATAATTGGAAATCTTCACCAACTCGGCCAACTCCCCCATCGCTCACTGCAA

GCACTATCCAAATGCTACGGTCCGCTCATGTTGCTTCATTTGGGCAGATTGCCAGTACTTG

TTGTCTCCTCTGCTGATGGTGCCCACGAAATCATGAAAAATCAGGACGTGGTTTTCTCAA

ACAGGCCGAAATTGAGAGTTATCGACAAAATTATATATGGCTCTAAGGACATGGCTTTTGC

TCCATATGGTGAGTACTGGAGGCAGGTGAGAAGTATATGTGTGCTTCAGCTTTTGAGTAAT

AAGAGGGTTCAATCCTTTCGTCCATATGGTGAGTACTGGAGGCAGGTGAGAAGTATATGT

GTGCTTCAGCTTTTGAGTAATAAGAGGGTTCAATCCTTTCGTCGTGTAAGAGAAGAAGAA

ATGTCCCTTATGATTGAGAAAATTAGACATTCTTCTTCATCTTCAATAAACTTGAGCAATAT

ATTGGTGTCACTTACTAATGATATCATATGTCGAGTGGCCCTGGGGAGGAAATATATTGCTG

CACAAGAAAGCACAAAAATTGTGTCAAAGCTGAAGGAATTTCAAGAGTTACTAGTTACT

TTTAATCCAGGGGATTACATTCCATGGCTTGACTGGATTAATCGCGTTAATGATTTCAATGC

AAATGTTGAGAAAATGGCTAGATGGTTTGATGATTTTTTCGAAGGTGTAGTTGAAGAGCA

CAGAAATCGAAAAAAAAGAGAGACAAACCTCAAAGACAGCAGCAATGAAGCAGATCTT

GTGGACATATTGATCGAAATTCAGAGAGAAAACATGGCTGGTTCCCCTATAGAAAATGAT

ACAATCAAAGCTGTCATTTTTGATATTTTTGTGGCTGGAACCGACACAAT 

 

 

 

 

 

Δηθ. 18: Οη αθνινπζίεο θαη ε θνξά ησλ εμεηδηθεπκέλσλ εθθηλεηψλ πνπ ζρεδηάζηεθαλ γηα ην 3‘RACE-PCR. 

ε θφθθηλν πιαίζην παξνπζηάδνληαη νη εθθηλεηέο πνπ ζρεδηάζηεθαλ απφ ην 5‘ άθξν, θαη ζην πξάζηλν πιαίζην 

νη εθθηλεηέο πνπ ζρεδηάζηεθαλ απφ ην θεληξηθφ ηκήκα ηνπ γνληδίνπ. Με έληνλε θαη ππνγξακκηζκέλε 

γξακκαηνζεηξά επηζεκαίλεηαη ην θσδηθφλην έλαξμεο (ATG) πνπ αληηζηνηρεί ζην ακηλνμχ κεζεηνλίλε. 

Σα νλφκαηα, νη αθνινπζίεο, ηα Tm ησλ εθθηλεηψλ θαη ην αλακελφκελν κέγεζνο ηνπ παξαγφκελνο 

ηκήκαηνο δίλνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα. Ζ εθηίκεζε ηνπ αλακελφκελνπ κεγέζνπο ηνπ 
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παξαγφκελνπ ηκήκαηνο ππνινγίζηεθε κε βάζε ην κέγεζνο ησλ αληίζηνηρσλ νκφινγσλ γνληδίσλ πνπ 

πξνέθπςαλ απφ ηελ εηζαγσγή ηεο αθνινπζίαο ζην πξφγξακκα blastx. 

 

 

2.1 Aληηδξάζεηο 3’ RACE-PCR  

Γηα ηηο αληηδξάζεηο ηνπ 3‘RACE-PCR ρξεζηκνπνηήζεθε σο κήηξα 2κl cDNA απφ ηελ αληίδξαζε ηεο 

αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο, κεηά απφ αξαίσζε 1/5 ηνπ δείγκαηνο. ηηο αληηδξάζεηο γηα ηελ ελίζρπζε 

ησλ άθξσλ ησλ λνπθιενηηδηθψλ αθνινπζηψλ είλαη θνηλή πξαθηηθή ε ρξεζηκνπνηήζε εζσηεξηθψλ ηνπ 

αξρηθνχ εθθηλεηψλ γηα αχμεζε ηεο εμεηδίθεπζεο θαη ηεο απφδνζεο ηνπ πνιπκεξηζκνχ. Γηα ηνλ ιφγν 

απηφ ζρεδηάζηεθε ν 5FK2 εθθηλεηήο εζσηεξηθά ηνπ  5FK1, θαη ν CFK2 εθθηλεηήο εζσηεξηθά ηνπ  

CFK1. 

 Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθαλ αληηδξάζεηο PCR κε ηελ ρξήζε ησλ εμσηεξηθψλ εθθηλεηψλ 

5FK1 θαη CFK1 θαη κε κήηξα 2κl cDNA απφ ηελ αληίδξαζε ηεο αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο. 

Γνθηκάζηεθαλ δηάθνξεο ζεξκνθξαζίεο πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ (56⁰C, 58⁰C, 60⁰C, 62⁰C) 

θαζψο επίζεο θαη δχν δηαθνξεηηθά πξνγξάκκαηα αληηδξάζεσλ. Σα επηζπκεηά απνηειέζκαηα 

πάξζεθαλ αθνινπζψληαο ην παξαθάησ πξφγξακκα. 

 

 

 

 

 

Δθθηλεηήο Αιιεινπρία Σm Aλακελόκελν        

κέγεζνο (bp) 

5FK1 5’ ΣΣCATC GTTTTC CTCTTC AAATGG TATGG 3’ 62.8⁰C ̴1500 bp 

5FK2 5’ GGT GAG AAG TAT ATGTGT GCT TCA G 3’ 61.8⁰C ̴ 1200 bp 

CFK1 5’ CTT GAG CAA TAT ATT GGT GTC ACT 3’ 58⁰C ̴ 1000 bp 

CFK2 5’ GAC AGC AGC AAT GAA GCA GAT C  3’ 60,76⁰C ̴  900-1000 bp 

dT17XhoI 5’ GTCGACCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’ 58,5⁰C  
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Σν πξόγξακκα PCR πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε εθθηλεηέο: 

5FK1-dT17XhoI  θαη  CFK1- 

dT17XhoI. 

1). 94 ⁰C for 2:00 

2). 94 ⁰C for 0:30 

3). 60 ⁰C for 0:30 

4). 72 ⁰C for 1:00 

5). Go to step 2,  44 times 

6). 72 ⁰C for 10:00 

7). 12⁰C  hold 

 1600bp ≈ 

Δηθ. 19: Aλάιπζε 8κl απφ ην πξντφλ ηεο 

αληίδξαζεο PCR κε εθθηλεηέο 5FK1-

dT17XhoI ζε πεθηή αγαξφδεο 1% .ηε 

δεχηεξε ζηήιε ν δείθηεο κνξηαθψλ βαξψλ 

Gene Ruler DNA Ladder Mix. 

  1100bp ≈ 

Δηθ. 20: Αλάιπζε 8κl απφ ην πξντφλ ηεο 

αληίδξαζεο PCR κε εθθηλεηέο CFK1-

dT17XhoI ζε πεθηή αγαξφδεο 1% .ηε 

δεχηεξε ζηήιε ν δείθηεο κνξηαθψλ βαξψλ 

Gene Ruler DNA Ladder Mix. 
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 ηε ζπλέρεηα έγηλε αξαίσζε 1/1000 ησλ πξντφλησλ ησλ αληηδξάζεσλ PCR πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ αξρηθά κε εθθηλεηέο ηνπο 5FK1- dT17XhoI θαη  CFK1-dT17XhoI θαη 

κε κήηξα 2κl cDNA απφ ηελ αληίδξαζε ηεο αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο. 

 

 Οη αξαηψζεηο απηέο ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο κήηξα γηα ηηο επφκελεο αληηδξάζεηο PCR πνπ έγηλαλ 

ρξεζηκνπνηψληαο ηνπο εζσηεξηθνχο εθθηλεηέο 5FK2 θαη CFK2 θαη ζε ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ 58. 

 

Γηαπηζηψλεηαη φηη ζε θάζε αληίδξαζε PCR πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνλ θάζε έλα απφ ηνπο νξζνχο 

εμεηδηθεπκέλνπο εθθηλεηέο, ζε ζπλδπαζκφ κε ηνλ dT17XhoI, παξαηεξείηαη ε αληίζηνηρε δψλε ζην 

αλακελφκελν κέγεζνο. Δπίζεο είλαη εκθαλείο θαη άιιεο κε- επηζπκεηέο δψλεο θαη πηζαλψο απηφ 

νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ηα  Ρ450 γνλίδηα ζπγθαηαιέγνληαη ζε κηα κεγάιε νηθνγέλεηα γνληδίσλ κε 

αξθεηέο ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο θαη επηπιένλ σο κήηξα έρεη ρξεζηκνπνηεζεί  cDNA απφ ηελ 

αληίδξαζε αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο κε απνηέιεζκα νη εθθηλεηέο λα βξίζθνπλ παξφκνηεο ζέζεηο θαη 

λα πβξηδίδνπλ ζε απηέο. 

Σν πξόγξακκα PCR πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

εθθηλεηέο: 5FK2-dT17XhoI  θαη 

CFK2- dT17XhoI. 

1). 94 ⁰C for 2:00 

2). 94 ⁰C for 0:30 

3). 58 ⁰C for 0:30 

4). 72 ⁰C for 1:00 

5). Go to step 2,  

 44 times 

6). 72 ⁰C for 10:00 

7). 12⁰C  hold 

  1300bp  ≈ 

≈ 850-

900bp 

Δηθ. 21: ηε πξψηε ζηήιε ην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο κε 

εθθηλεηέο5FK2-dT17XhoI, ζηε δεχηεξε ζηήιε  ην πξντφλ 

ηεο αληίδξαζεο κε εθθηλεηέο CFK2-dT17XhoI θαη ζηε 

ηξίηε ζηήιε ν δείθηεο κνξηαθψλ βαξψλ Gene Ruler DNA 

Ladder Mix. 
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Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε ήηαλ ε εμήο: 

 

                                                                           

 

 

 

 Απφ ηηο παξαπάλσ αληηδξάζεηο PCR, επηιέρζεθαλ νη δψλεο πνπ επηζεκαίλνληαη κε βέινο ζηηο 

εηθφλεο 22 θαη 23, θαη αθνινχζεζε απνκφλσζε απφ ηελ πεθηή αγαξφδεο θαη θαζαξηζκφο ηεο 

θάζε κία κπάληαο κε ηελ ρξήζε ηνπ Νucleospin Gel and PCR Clean-up, Macherey nagel. 

 Eλζσκάησζε ζε πιαζκηδηαθφ θνξέα (pUC 19) ζηε ζέζε πεξηνξηζκνχ SmaI κε ηελ ρξήζε ηνπ 

ελδχκνπ Σ4 DNA ligase, 5U/κl. 

 Μεηαζρεκαηηζκφο θαη θισλνπνηήζε δεθηηθψλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ DH5a, E. coli 

 Απνκφλσζε πιαζκηδίνπ απφ ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα κε ηελ κέζνδν ηεο αιθαιηθήο 

ιχζεο. 

 Πέςεηο κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνχ  Eco RI θαη Ζind III γηα λα επηβεβαησζεί νηη έρεη γίλεη 

ζσζηά ε έλζεζε ζην πιαζκίδην. 

 Μεηά απφ ηηο πέςεηο κε ηα  έλδπκα πεξηνξηζκνχ  EcoRI θαη Ζind III, επηιέρζεθαλ δχν 

δείγκαηα πνπ αληηζηνηρνχζαλ ζηε κπάληα ησλ 1600bp (εθθηλεηέο 5FK1- dT17XhoI) θαη πέληε 

δείγκαηα πνπ αληηζηνηρνχζαλ ζηε δψλε ησλ 1300bp (εθθηλεηέο 5FK2-  dT17XhoI) θαη 

ζηάιζεθαλ γηα αιιεινχρηζε λνπθιενηηδηθψλ αθνινπζηψλ. 

1600bp 

1300bp 

Δηθ. 22: Σν πξνηφλ ηεο αληίδξαζεο PCR 

κε εθθηλεηέο 5FK1- dT17XhoI  θαη κήηξα 

2κl cDNA απφ ηελ αληίδξαζε ηεο 

αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο. 

Δηθ. 23: Σν πξνηφλ ηεο αληίδξαζεο 

PCR κε εθθηλεηέο 5FK2- dT17XhoI  

θαη κήηξα 2κl cDNA απφ ηελ 

αληίδξαζε ηεο αλάζηξνθεο 

κεηαγξαθήο. 
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Tα απνηειέζκαηα ηεο αιιεινχρηζεο έδεημαλ πσο ηα δχν δείγκαηα 1600-a θαη 1600-b (πξνέθπςαλ 

απφ ην δεχγνο εθθηλεηψλ 5FK1-dT17XhoI θαη αληηζηνηρνχζαλ ζε δψλε πεξίπνπ 1600βάζεσλ,εηθ.24)  

παξνπζίαζαλ πςειφ πνζνζηφ νκνινγίαο κεηαμχ ηνπο, θαη ζπγθεθξηκέλα ην 1600-b θέξεη 100% 

νκνινγία ζε ακηλνμηθφ επίπεδν κε ην 5' άθξν ηνπ γνληδίνπ πνπ έρεη ήδε απνκνλσζεί, ελψ ηα πέληε 

δείγκαηα πνπ αληηζηνηρνχζαλ ζηελ έλζεζε ησλ 1300βάζεσλ (εηθ.25) δελ παξνπζίαζαλ νκνινγία 

νχηε κεηαμχ ηνπο αιιά  νχηε κε ην ηκήκα ηνπ γνληδίνπ πνπ είρε ήδε απνκνλσζεί.. ηε ζπλέρεηα 

ρξεηάζηεθε λα επηβεβαησζεί αλ ηα δχν απηά γνλίδηα (1600-a θαη 1600-b ) είλαη δηαθνξεηηθά ή 

πξφθεηηαη γηα αιιειφκνξθα. Γηα ηνλ ιφγν απηφ ζρεδηάζηεθαλ εθθηλεηέο απφ ηηο 5' θαη 3' 

Δηθ. 24: Ζιεθηξνθφξεζε ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ 

πιαζκηδίνπ p UC19 κε ηελ έλζεζε 1600bp κεηά απφ 

ηελ πέςε κε ηηο ελδνλνπθιεάζεο EcoRI θαη Ζind III.  

Δπηιέρζεθαλ ηα δχν πξψηα δείγκαηα, ε κία δψλε 

ζηηο 2686bp αληηζηνηρεί ζην κέγεζνο ηνπ 

πιαζκηδίνπ  pUC19  ελψ ε άιιε δψλε ζηηο 

1600πεξίπνπ βάζεηο αληηζηνηρεί ζην κέγεζνο ηεο 

έλζεζεο. 

                  1600bp 

  a        b     c        d      e 

1300bp                                                                                                                     

1    2    3   4   5    6    7   8   9   10  11  12   13  14  15  16 

Δηθ. 25:Ζιεθηξνθφξεζε ηνπ 

αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ pUC19 κε ηελ 

έλζεζε 1300bp κεηά απφ ηελ πέςε κε ηηο 

ελδνλνπθιεάζεο EcoRI θαη Ζind 

III.Δπηιέρζεθαλ ηα δείγκαηα πνπ έρνπλ 

επηζεκαλζεί κε θίηξηλν ρξψκα θαη ζηα νπνία 

παξνπζηάδνληαη δχν δψλεο. Ζ κηα ζηηο 

2686bp (πιαζκίδην) θαη ε άιιε ζηηο 

1600πεξίπνπ βάζεηο (έλζεζε). 
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ακεηάθξαζηεο πεξηνρέο (πξφθεηηαη γηα πεξηνρέο πνπ δελ είλαη ζπληεξεκέλεο κεηαμχ ησλ κειψλ κηαο 

νηθνγέλεηαο γνληδίσλ). Δπηπιένλ ν ζρεδηαζκφο εθθηλεηψλ απφ ηηο πεξηνρέο απηέο βνήζεζε ζην λα 

θαηαιήμνπκε ζην πιήξεο θαη εληαίν cDNA ηνπ γνληδίνπ. 
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Δηθ.26: χγθξηζε λνπθιενηηδηθψλ αθνινπζίσλ κεηαμχ ησλ δχν γνληδίσλ 

1600a θαη 1600b κεηά απφ ηελ πξψηε αιιεινχρηζε. 

 

 

2.2 ρεδηαζκόο εθθηλεηώλ από ηηο 5' θαη 3' ακεηάθξαζηεο πεξνρέο 

           Πξηλ απφ ηελ αθνινπζία ηνπ 5FK1 εθθηλεηή (εηθ.18) πνπ ζρεδηάζηεθε ζην 5' άθξν ηνπ 

γνληδίνπ θαη πξηλ απφ ην θσδηθφλην έλαξμεο ηνπ αλαγλσζηηθνχ πιαηζίνπ είρε απνκνλσζεί θαη κηα 

πεξηνρή 64 λνπθιενηηδίσλ, ε νπνία αληηζηνηρεί ζηελ 5' ακεηάθξαζηε πεξηνρή (5'UTR). Απφ ηελ 

πεξηνρή απηή ζρεδηάζηεθε έλαο νξζφο εθθηλεηήο, θνηλφο θαη γηα ηα δχν γνλίδηα. Απφ ηελ 3' 

ακεηάθξαζηε πεξηνρή (3' UTR) ζρεδηάζηεθαλ δχν δηαθνξεηηθνί αλάζηξνθνη εθθηλεηέο, φπνπ ν θάζε 

έλαο απφ απηνχο ζρεδηάζηεθε ζε κε- ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο κεηαμχ ησλ δχν λνπθιενηηδηθψλ 

αθνινπζηψλ ησλ γνληδίσλ. 
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Σα νλφκαηα, νη αθνινπζίεο θαη ηα Tm ησλ εθθηλεηψλ δίλνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα: 

 

Αθνινχζεζαλ αληηδξάζεηο PCR κε ηα δεχγε ησλ εθθηλεηψλ 5UTR-F / 3UTR-RA θαη   5UTR-F / 

3UTR-RΒ, κε κήηξα 2κl cDNA απφ ηελ αληίδξαζε ηεο αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο θαη ρξήζε ηεο DNA 

πνιπκεξάζεο  Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase, Finnzymes. 

Σν αλακελφκελν κέγεζνο ησλ δσλψλ θαη θαη γηα ηα δχν δεχγε εθθηλεηψλ θπκαίλεηαη πεξίπνπ ζηηο 

1650bp. Οη αληηδξάζεηο πξαγκηνπνηήζεθαλ ζχκθσλα κε ην αθφινπζν πξφγξακκα: 

 

 

 

 

 

Δθθηλεηήο Αιιεινπρία Σm 

5UTR-F 5’ GTC TGC CTA ATT AAA TAG TAG AGC 3’ 58 ⁰C 

3UTR-RA 5’ GGC TAA TTA CTA GTA CAC AGA AAG  3’ 58 ⁰C 

3UTR-RΒ 5’ GGT ACA TGA TAT ATA GAA ATT ACA GGAG 3’ 59.6 ⁰C 

Σν πξόγξακκα PCR πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε εθθηλεηέο: 

5UTR-F / 3UTR-RA  θαη 

5UTR-F / 3UTR-RB. 

1). 94 ⁰C for 2:00 

2). 94 ⁰C for 0:30 

3). 62 ⁰C for 0:30 

4). 72 ⁰C for 1:00 

5). Go to step 2, 

27 times 

6). 72 ⁰C for 10:00 

7). 12⁰C  hold 

1650 bp ≈ 

Δηθ.27: ηε πξψηε ζηήιε ην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο κε εθθηλεηέο 

5UTR-F/ 3UTR-RA, ζηε δεχηεξε ζηήιε ην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο 

κε εθθηλεηέο 5UTR-F/ 3UTR-RB θαη ζηε ηξίηε ζηήιε ν δείθηεο 

κνξηαθψλ βαξψλ Gene Ruler DNA Ladder Mix. 
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ηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε: 

 Οη δψλεο ησλ δεηγκάησλ ζηελ εηθφλα 27 απνκνλψζεθαλ απφ ηελ πεθηή αγαξφδεο  θαη 

αθνινχζεζε θαζαξηζκφο ηεο θάζε κπάληαο κε ηελ ρξήζε ηνπ Νucleospin Gel and 

PCR Clean-up,Macherey nagel 

 Eλζσκάησζε ζε πιαζκηδηαθφ θνξέα (pUC 19) ζηε ζέζε πεξηνξηζκνχ SmaI κε ηελ 

ρξήζε ηνπ ελδχκνπ Σ4 DNA ligase, 5U/κl 

 Μεηαζρεκαηηζκφο θαη θισλνπνηήζε δεθηηθψλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ DH5a, E. coli 

 Απνκφλσζε ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ απφ ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα 

κε ηελ κέζνδν ηεο αιθαιηθήο ιχζεο 

 Γηαγλσζηηθέο πέςεηο κε ηα  έλδπκα πεξηνξηζκνχ  EcoRI θαη Ζind III. ηα δείγκαηα 

πνπ επηιέρζεζαλ κεηά απφ ηηο δηαγλσζηηθέο πέςεηο,  έγηλε πέςε κε ην έλδπκν 

πεξηνξηζκνχ ΒamHI γηα λα ειερζεί αλ φλησο ε έλζεζε έρεη εηζέιζεη κία θνξά ζην 

πιαζκίδην. 

 Απνκφλσζε πιαζκηδίνπ ρξεζηκνπνηψληαο Νucleospin Plasmid / Plasmid (No Lid), 

Macherey nagel. 

 Aιιεινχρηζε λνπθιενηηδηθψλ αθνινπζηψλ. 

 

 

Eηθ. 28: ηηο δχν πξψηεο ζηήιεο, ειεθηξνθφξεζε 20κl 

απφ ηα δείγκαηα (πνπ απνκνλψζεθαλ κε εθθηλεηέο 

5UTR-F / 3UTR-RA θαη   5UTR-F / 3UTR-RΒ)  κεηά 

απφ πέςε κε    Bam HI. ηηο δχν ηειεπηαίεο ζηήιεο, 3κl 

απφ ηα ίδηα δείγκαηα κεηά απφ ηελ απνκφλσζε 

πιαζκηδίνπ κε  Νucleospin Plasmid / Plasmid (No Lid), 

πξηλ ζηαιζνχλ γηα λνπθιενηηδηθή αιιεινχρηζε. 

5UTRF/ 

 3UTR

-RA 

3UTR

-RB 

5UTRF/ 

 
3UTR-

RA 

 

3UTR

-RB 
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Δηθ.29:χγθξηζε λνπθιενηηδηθψλ αθνινπζηψλ κεηαμχ ησλ γνληδίσλ Α θαη Β κεηά απφ ηελ δεχηεξε αιιεινχρηζε. 

 

 

πγθξίλνληαο ινηπφλ ηηο αθνινπζίεο ησλ δχν γνληδίσλ Α θαη Β (εθθηλεηέο 5UTR-F / 3UTR-RA θαη 

5UTR-F / 3UTR-RΒ αληίζηνηρα) παξαηεξείηαη φηη ζε λνπθιενηηδηθφ επίπεδν ππάξρνπλ 24δηαθνξέο, 

22 εθ ησλ νπνίσλ βξίζθνληαη ζηελ  3' UTR πεξηνρή, αλακελφκελν δεδνκέλνπ φηη ζηελ πεξηνρή απηή 

νη αιιεινπρίεο ησλ γνληδίσλ ηεο ίδηαο νηθνγέλεηαο είλαη ζπλήζσο κε- ζπληεξεκέλεο, ελψ ζε 

ακηλνμηθφ επίπεδν ζεκεηψλνληαη κφλν δχν δηαθνξέο. 
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Δηθ.30: χγθξηζε ακηλνμηθψλ αθνινπζηψλ ησλ γνληδίσλ Α θαη Β κεηά απφ ηελ δεχηεξε αιιεινχρηζε. 

 

Οη αθνινπζίεο ησλ δχν γνληδίσλ θέξνπλ ην ίδην αλνηρηφ αλαγλσζηηθφ πιαίζην πνπ αληηζηνηρεί ζε ζε 

1524βάζεηο θαη 507 ακηλνμέα. 

 

Γηαπηζηψλεηαη φηη παξά ην γεγνλφο φηη ζρεδηάζηεθαλ δχν δηαθνξεηηθνί αλάζηξνθνη εθθηλεηέο απφ 

ηελ 3'UTR πεξηνρή, ηα απνηειέζκαηα απφ ηελ αιιεινχρηζε έδεημαλ φηη πξφθεηηαη γηα ην ίδην 

γνλίδην. 

 

 

3. ΤΝΘΔΗ ΣΟΤ ΓΟΝΙΓΙΟΤ ΚΑΙ ΤΥΔΣΙΜΟ ΜΔ ΑΛΛΟΤ 

ΟΡΓΑΝΙΜΟΤ 

Σα απνηειέζκαηα ησλ παξαπάλσ πεηξακάησλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ ζχλζεζε νιφθιεξνπ ηνπ 

γνληδίνπ CYP71Α. To απνηέιεζκα είλαη έλα ηκήκα 1647 βάζεσλ πνπ αληηζηνηρεί ζε αλνηρηφ 

αλαγλσζηηθφ πιαίζην 1524 βάζεσλ ή 507 ακηλνμέσλ. Απφ ηελ 5' κε κεηαθξαδφκελε πεξηνρή έρνπλ 

θαηαγξαθεί  52 λνπθιενηίδηα πξηλ ηελ κεζεηνλίλε, ελψ απφ ηελ 3' κε κεηαθξαδφκελε πεξηνρή ε 

αιιεινπρία έθηαζε 71 λνπθιενηίδηα κεηά ην πξψην θσδηθφλην ιήμεο. 
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Δηθ.31: Ννπθιενηηδηθή αθνινπζία νιφθιεξνπ ηνπ γνληδίνπ CYP71
 
Α-Olea. Με έληνλε γξακκαηνζεηξά επηζεκαίλεηαη ην 

αλνηρηφ αλαγλσζηηθφ πιαίζην ηνπ γνληδίνπ πνπ αληηζηνηρεί ζε 1524 βάζεηο. 

 

 

 

 

 

 

GTCTGCCTAATTAAATAGTAGAGCATCCTATGAATTCTGTGTTTAAAAGAAA 

ATGATTTCTTTTTCACATCTGATAGTTCCTCTTGTTTCCTTAATTTTGTTCACCGTTTTCCTCTTCAAATGGT

ATGGAAATCCTTCTTCAACAGCCCGGAAAAGATTGCCACCATCTCCACCAAAGCTTCCCGTAATTGGAAAT

CTTCACCAACTCAGCCTATTGCCCCATCGCTCACTGCAAGCGCTATCCAAAAGCTATGGTCCACTCATGTT

GGTCCATCTGGGAAGAATGCCAGTACTAATCGTCTCCTCTGCTGATGCAGCTCGCGAGATCATGAAAAGCC

AGGACGTGATTTTCTCAAACAGGCCGAAATTGAGAGTTATCGACAAAATTATTTATGGCTCTAAGGACATA

GCTTTTGCTCCTTATGGTGAGTACTGGAGGCAGGTGAGAAGTATATGTGTGCTACAGCTTTTGAGTAATAA

GAGGGTTCAATCCTTTCGTCGTGTAAGAGAAGAAGAAATGTCCCTTATGATCGAGAAAATTAAATGTTCTT

CTTCATCATCAATAAACTTGAGCAATATATTTGTGTCACTTACTAATGATATCATATGTCGAGTGGCCCTGGG

GAGGAAACATATTGATGCACAAGAAAGCACAAAAATTGTGTCAAAGCTGAAGGAATTTCAAGAGTTAGCA

GGCTTTTTTAATCTAGGGGATTACATTCCATGGCTTGACTGGATTAACCGCGTTAATGGTTTCGATGCAAAT

GTAGAGAAATTGGCTAGATGGTTTGATGATTTTTTCGAAGGTGTAATTGAAGAGCACAGAGATCGGAAGAA

AGGAGAGACAAATGTGATAGACAGCAGCAATGAAGTAGATCTTGTGGACATATTGCTCGAAATTCAGAGA

GAAAATGTGGCTGGTTCCCCTATAGAAAATGATACAATCAAAGCTGTCATCTTTGATATGTTTGTGGCTGG

GACAGATACATCATCTTCTGCTTTGGTGTGGACAATGGCAGAGCTATTGAAGCACCCAAAATCCATGGAGA

AATTGCAGAACGAGGCGAGACAAGTAGCTGGAAGTAAATTAGATATAACAGAGGATGATTTAGATAAAATG

CTCTATTTAAAGGCAGTGATGAAAGAGAGTCTACGACTACATCCTCCAGCTCCATTGCTACTCCCTCGAGA

ATCTACACAAGATAGCAAAATATTAGGCTATGACATTGCAGTTGGAACCCGAGTGATAATCAATTCCTGGGC

AATCGCAAGAGACCCATTTTCGTGGGAAAATCCGGAAGATTTTTGTCCAGAAAGATTTTTAGACACGGGAA

TGGACTATAGAGGGCTTAATTTTGAGTACATTCCATTTGGTGCCGGTCGGAGAGGCTGTCCTGGAATTACA

TTTGCCATGACCGTCGATGAGCTTGCATTAGCAAAATTGGTGCTTAATTTTAACTTTGCCTTGCCGCATGGA

GAAGTAGAAAAAGATTTGGACATGACAGAATCCCCTGGAGAGACTGTCTGTAAAAAGATTCCTCTACTTGT

GACTGTTAAAGAGAACGACAAATATTAG 

CTAAGATAAATATTGAATAAATAATTTATCTTTATATCCATAATTATCTTTCTGTGTACTAGTAATTAGCC 

 

MISFSHLIVPLVSLILFTVFLFKWYGNPSSTARKRLPPSPPKLPVIGNLHQLSLLPHRSLQALSKSYGPLMLVH

LGRMPVLIVSSADAAREIMKSQDVIFSNRPKLRVIDKIIYGSKDIAFAPYGEYWRQVRSICVLQLLSNKRVQS

FRRVREEEMSLMIEKIKCSSSSSINLSNIFVSLTNDIICRVALGRKHIDAQESTKIVSKLKEFQELAGFFNLGDY

IPWLDWINRVNGFDANVEKLARWFDDFFEGVIEEHRDRKKGETNVIDSSNEVDLVDILLEIQRENVAGSPIE

NDTIKAVIFDMFVAGTDTSSSALVWTMAELLKHPKSMEKLQNEARQVAGSKLDITEDDLDKMLYLKAVM

KESLRLHPPAPLLLPRESTQDSKILGYDIAVGTRVIINSWAIARDPFSWENPEDFCPERFLDTGMDYRGLNFE

YIPFGAGRRGCPGITFAMTVDELALAKLVLNFNFALPHGEVEKDLDMTESPGETVCKKIPLLVTVKENDKY 

Δηθ.32: Ζ ακηλνμηθή αθνινπζία ηνπ γνληδίνπ CYP71
 
Α-Olea κε αλνηρηφ αλαγλσζηηθφ πιαίζην                                        

πνπ αληηζηνηρεί ζε 507 ακηλνμέα. 
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Ζ εηζαγσγή ηεο αθνινπζίαο ζην πξφγξακκα blastx γηα ηελ κεηάθξαζε λνπθιενηηδηθψλ αθνινπζηψλ 

θαη εχξεζε ησλ νκνιφγσλ ζε πξσηετληθφ επίπεδν, έδσζε ηα απνηειέζκαηα πνπ θαίλνληαη ζηνλ 

παξαθάησ πίλαθα.  

Accession . No ΔΙΓΟ ΓΟΝΙΓΙΟ Identities Positives 

CAA70575.1  Nepeta racemosa  

 

CYP 71A5 293/505(58%)  389/505(77%)  

 

ABC69416.1  

Nicotiana 

tabacum  

 

CYP 71AU1  275/474(58%)  361/474(76%)  

 

O04164.1  

Nepeta racemosa  

 

CYP 71A6 288/505(57%)  375/505(74%)  

 

XP_004236283.1  

Solanum 

lycopersicum 

 

CYP 71A2-like  259/457(57%)  344/457(75%) 

 

 

P37117.1  

Solanum 

melongena 

 

CYP 71A4 252/458(55%)  324/458(70%) 

 

P37118.1   Solanum 

melongena 

 

CYP 71A2 256/459(56%)  333/459(72%)  

XP_002875892.1  Arabidopsis 

lyrata  

 

CYP 71A25 229/454(50%)  326/454(71%)  

 

Q6QNI4.1  

Ammi majus 

 

CYP 71AJ1  249/506(49%)  349/506(68%) 

 

C0SJS4.1  Apium 

graveolens 

CYP 71AJ2  249/483(52%)  340/483(70%)  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3582021?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=5P1E0TMU01R#_blank
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_3582021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/85068672?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/85068672?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=5RZ144RP013#_blank
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85068672
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85068672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5915814?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5915814?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=5RZ144RP013#_blank
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_5915814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460381085?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460381085?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=5RZ144RP013#_blank
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460381085
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460381085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/584863?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=34&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/584863?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=34&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/584861?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=38&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297816018?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=65&RID=5RZ144RP013#_blank
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_297816018
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_297816018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/75291702?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=67&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/75291702?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=67&RID=5RZ144RP013#_blank
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_75291702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313118200?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=69&RID=5RZ144RP013#_blank
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_313118200
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_313118200
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Σα παξαπάλσ απνηειέζκαηα επηβεβαηψλνπλ ην γεγνλφο φηη ην γνλίδην ηεο ειηάο ζπγθαηαιέγεηαη 

ζηελ νηθνγέλεηα 71 θαη ππννηθνγέλεηα Α ησλ θπηηθψλ θπηνρξσκάησλ Ρ450.  Γηα ηελ ζχγθξηζε ησλ 

ακηλνμηθψλ αθνινπζηψλ κεηαμχ ησλ κειψλ ηεο νηθνγέλεηαο 71Α, δεκηνπξγήζεθε ην παξαθάησ 

θπινγελεηηθφ δεληξφγξακκα ζπγγέλεηαο.  

 

ADZ48681.1  Catharanthus 

roseus 

 

 

CYP 71BJ1 

228/455(50%)  313/455(68%)  

C0SJS2.1  Pastinaca sativa 

 

CYP 71AJ3  246/483(51%)  334/483(69%)  

NP_680111.1  Arabidopsis 

thaliana 

 

CYP 71A21  233/497(47%)  325/497(65%) 

 

NP_680106.1|   Arabidopsis 

thaliana 

 

CYP 71A26  223/454(49%)  317/454(69%)  

P24465.2  Persea 

americana 

 

CYP 71A1  227/463(49%)  314/463(67%)  

XP_002875895.1|  Arabidopsis 

lyrata  

 

CYP71A22  224/454(49%)  312/454(68%)  

NP_197878.1|  Arabidopsis 

thaliana 

 

CYP 71A14 237/481(49%)  340/481(70%)  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/325989353?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=78&RID=5RZ144RP013#_blank
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_325989353
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_325989353
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313118201?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=81&RID=5RZ144RP013#_blank
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_313118201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/22331682?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=82&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/22331672?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=86&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/311033356?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=87&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297816024?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=90&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=81972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=81972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15238664?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=95&RID=5RZ144RP013#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702
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Παξαηεξείηαη φηη ην γνλίδην CYP71
 
Α ηεο Οlea europaea απνηειεί ηελ κία θιάζε ηεο νκάδαο ελψ ε 

άιιε ζπκπεξηιακβάλεη ηα γνλίδηα Ρ450 ησλ θπηηθψλ εηδψλ Nepeta racemosa (CYP71A5-CYP71A6) 

, Mentha arvensis (menthofuran synthase), Nicotiana tabacum (CYP71AU1) θαη  Solanum 

Δηθ.33: Φπινγελεηηθφ δεληξφγξακκα ζπγγέλεηαο κεηαμχ ηνπ γνληδίνπ ηεο ειηάο CYP71A                             

κε άιια νκφινγα γνλίδηα ηεο ίδηαο νηθνγέλεηαο. 
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lycopersicum (CYP71A2-like). Απηφ ζπλεπάγεηαη φηη ηα γνλίδηα ηεο νκάδαο απηήο πξνέξρνληαη απφ 

έλαλ θνηλφ πξφγνλν θαη θαηά ηελ πνξεία εμειίρζεθαλ ηα παξαπάλσ γνλίδηα. 

 

 

4.ΔΚΦΡΑΗ ΣΗ ΠΡΩΣΔΙΝΗ CYP71A TΗ ΔΛΙΑ Δ ΒΑΚΣΗΡΙΑ 

Με ζηφρν ηελ παξαγσγή θαη ηελ απνκφλσζε ηεο πξσηεΐλεο CYP71A, γηα ρξήζε απηήο ζε 

πεξαηηέξσ πεηξάκαηα, επηιέρζεθε λα πξαγκαηνπνηεζεί ε ππεξέθθξαζε ηεο  ζε βαθηήξηα Escherichia 

coli. Υξεζηκνπνηήζεθαλ δχν ζπζηήκαηα εηεξφινγεο έθθξαζεο ζε βαθηήξηα, ησλ θνξέσλ έθθξαζεο 

pET θαη pQE. Σα παξαπάλσ ζπζηήκαηα έθθξαζεο, σο επαγσγηθφ κέζν ρξεζηκνπνηνχλ ην IPTG θαη 

παξάγνπλ πξσηεΐλεο ζπληεγκέλεο κε ηελ νπξά ησλ έμη ηζηηδηλψλ ζην άκηλν- ή/ θαη ζην θαξβφμπ- 

άθξν απηψλ. Αλαιπηηθά ε ιεηηνπξγία ηνπο πεξηγξάθεηαη ζηα << Τιηθά θαη κέζνδνη>>. 

 

Απψηεξνο ζθνπφο ήηαλ ε ππεξπαξαγσγή ηεο ελ ιφγσ πξσηεΐλεο θαη έπεηηα ε απνκφλσζε ηεο γηα ηε 

ρξεζηκνπνίεζε απηήο ζε πεηξάκαηα δξαζηηθφηεηαο θαη ππνζηξσκαηηθήο δηαθνξνπνίεζεο. Ωο εθ 

ηνχηνπ ρξεηαδφηαλ ην αλαγλσζηηθφ πιαίζην ηεο πξσηεΐλεο ψζηε ε παξαγφκελε CYP71A λα είλαη 

αθέξαηα θαη ιεηηνπξγηθή. Γηα ηελ εχθνιε απνκφλσζε απηήο απφ ην ζχλνιν ησλ βαθηεξηαθψλ 

πξσηετλψλ, ε έλζεζε έπξεπε λα ηνπνζεηεζεί έηζη ψζηε λα ππάξρνπλ ζην άκηλν- ή ζην θαξβνμχ- 

άθξν νη 6x Ηζηηδίλεο (6x His). 

 

Ζ αλάιπζε ησλ πξσηεηλψλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πήθησκα SDS- πνιπαθξπιακίδεο θαη αθνινχζεζε 

ε δηαδηθαζία αλνζναπνηχπσζεο θαηά Western. 

 

4.1Γεκηνπξγία ησλ θαηαζθεπώλ έθθξαζεο 

Γηα ηελ δεκηνπξγία ησλ θαηαζθεπψλ έθθξαζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην αλαγλσζηηθφ πιαίζην  

ηνπ γνληδίνπ CYP71A-Olea, κήθνπο 1524 bp. To επηζπκεηφ ηκήκα εληζρχζεθε κε ηελ ηερληθή ηεο 

PCR, κε κήηξα ην πιαζκίδην πνπ πεξηείρε ην cDNA ηνπ ελ ιφγσ γνληδίνπ. Οη εθθηλεηέο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ πεξηείραλ θαη κηα ηερλεηή ζέζε αλάγλψξηζεο ησλ πεξηνξηζηηθψλ ελδχκσλ Bam 

HI (νξζφο εθθηλεηήο) θαη Sac I (αλάζηξνθνο εθθηλεηήο), φπσο θαίλεηαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα. 

 

'Ολνκα εθθηλεηή Αιιεινπρία Σm 

CYP71A  Bam HI F 5' CTT GGATCC ATG ATT TCT TTT TCA CATC 3' 61.08
ν
C 

CYP71A   Sac I R 5' GTT GAGCTC ATA TTT GTC GTT CTC 3' 60.1
ν
C 
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χκθσλα κε ηνλ πεξηνξηζηηθφ ράξηε ησλ πιαζκηδηαθψλ θνξέσλ έθθξαζεο θαη ηνπ cDNA ηνπ 

CYP71A-Olea, ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα έρνπλ κφλν κία ζέζε αλαγλψξηζεο απηψλ ζε θάζε θνξέα 

(εληφο ηεο πεξηνρήο ηνπ πνιπζπλδεηήξα), ελψ ην ηκήκα ηνπ cDNA  CYP71A πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

δελ δηαζέηεη πεξηνρή αλαγλψξηζεο γηα ηα παξαπάλσ έλδπκα. 

 

 

Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε ε ελίζρπζε  ηνπ επηζπκεηνχ ηκήκαηνο 

ηνπ γνληδίνπ CYP71A-Olea αθνινπζψληαο ην παξαθάησ πξφγξακκα 

ηεο αληίδξαζεο PCR. ηε ζπλέρεηα ην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο 

ειεθηξνθνξήζεθε ζε πεθηή αγαξφδεο ,φπσο θαίλεηαη ζηελ εηθφλα 

34, θαη ην αλακελφκελν κέγεζνο ηεο κπάληαο είλαη 1540 bp. 

 

 

               

 

Αθνινχζεζε απνκφλσζε θαη θαζαξηζκφο ηεο κπάληαο απφ ηελ πεθηή αγαξφδεο, ελνπνίεζε ηνπ 

ηκήκαηνο ζηνλ πιαζκηδηαθφ θνξέα pUC 19, κεηαζρεκαηηζκφο ησλ βαθηεξηαθψλ δεθηηθψλ θπηηάξσλ 

DH5a ηνπ Δ. coli θαη απνκφλσζε ηνπ πιαζκηδίνπ κέζσ ηεο αιθαιηθήο ιχζεο. ηε ζπλέρεηα έγηλαλ 

δηαγλσζηηθέο πέςεηο κε ην έλδπκν πεξηνξηζκνχ  Bam HI πξνθεηκέλνπ λα επηιερζνχλ ηα δείγκαηα 

ζηα νπνία ε ζέζε αλαγλψξηζεο ηεο ελδνλνπθιεάζεο  Bam HI ζηνλ θνξέα (pUC 19) λα βξίζθεηαη 

αληηδηακεηξηθά σο πξνο ηελ ζέζε αλαγλψξηζεο ηνπ Bam HI  ζην ηκήκα ηνπ γνληδίνπ CYP71A-Olea 

Σν πξόγξακκα PCR πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

εθθηλεηέο: 

CYP71A  Bam HI F   / 

CYP71A   Sac I R 

1). 94 ⁰C for 2:00 

2). 94 ⁰C for 0:30 

3). 60 ⁰C for 0:30 

4). 72 ⁰C for 1:00 

5). Go to step 2, 

19 times 

6). 72 ⁰C for 10:00 

7). 12⁰C  hold 

Δηθ 34:Ζιεθηξνθφξεζε 8κl  ηνπ 

γνληδίνπ CYP71A-Olea κε ηηο ηερλεηέο 

ζέζεηο αλαγλψξηζεο ησλ πεξηνξηζηηθψλ 

ελδχκσλ ζηα δχν άθξα ηνπ γνληδίνπ, 

πνπ εληζρχζεθε κέζσ PCR 

 

≈ 1540 bp 
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πνπ απνκνλψζεθε. Δπνκέλσο επηιέρζεθαλ ηα δείγκαηα ζηα νπνία παξαηεξήζεθαλ δχν δψλεο, ε κία 

ζηηο 1550bp θαη ε άιιε ζηηο 2686bp. Οπσο θαίλεηαη ζηε εηθφλα 35 επηιέρζεθαλ ην δεχηεξν θαη ην 

έβδνκν δείγκα γηα πεξαηηέξσ δηαγλσζηηθέο πέςεηο κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνχ Hind III θαη Sal I. 

Όπσο αλακελφηαλ κεηά απφ ηελ πέςε κε ην έλδπκν Hind III πξνέθπςαλ δχν κπάληεο, ε κία ζηηο 

1400bp ελψ ε άιιε ζηηο 2700bp, ελψ κεηά ηε πέςε κε ην SalI πξνέθπςε κία δψλε ζηηο 4000βάζεηο 

πεξίπνπ.                                        

 

                                                                              

                                                                                   

 

 

ηε ζπλέρεηα, ην γνλίδην CYP71A- Olea ελζσκαησκέλν ζηνλ πιαζκηδηαθφ θνξέα pUC19, ζηάιζεθε 

γηα αιιεινχρηζε λνπθιενηηδηθψλ αιιεινπρηψλ ψζηε λα επηβεβαησζεί ε νξζφηεηα θαη ε ζπλέρεηα ηνπ 

αλνηρηνχ αλαγλσζηηθνχ πιαηζίνπ ηνπ 6xHis- CYP71A. Αθνχ ηα απνηειέζκαηα απφ ηελ 

Δηθ.35 :Ζιεθηξνθφξεζε 20κl απφ ηα δείγκαηα    

(1-5, 6-9) ζηα νπνία πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε ην 

έλδπκν πεξηνξηζκνχ Bam HI. Eπηιέρζεθαλ ηα 

δείγκαηα 2 θαη 7 γηα πεξαηηέξσ πέςεηο κε ηα 

έλδπκα Hind III θαη Sal I. 

 

Δηθ.36: ηηο δχν πξψηεο ζηήιεο ηα 

απνηειέζκαηα απφ ηελ πέςε ησλ δεηγκάησλ 

(2,7) κε ην έλδπκν HindIII. ηηο δχν ζηήιεο 

δεμηά απφ ηνλ δείθηε κνξηαθψλ βαξψλ Gene 

Ruler DNA Ladder Mix, ηα δείγκαηα (2,7) κεηά 

απφ πέςε κε Sal I. 

 

1         2        3        4        5                  6          7         8      9 

(2)    (7)          

HindIII 
(2)   (7)      

Sal I 
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αιιεινχρηζε ήηαλ ηα επηζπκεηά, πξαγκαηνπνηήζεθε δηπιή πέςε ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ 

κε ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα Bam HI θαη Sac I, έηζη ψζηε λα απνκνλσζεί ε έλζεζε θαη λα γίλεη 

ελνπνηήζε κε ηνπο πιαζκηδηαθνχο θνξείο pET28a θαη pQE30. 

 

Παξάιιεια πξαγκαηνπνηήζεθε δηπιή πέςε ησλ πιαζκηδηαθψλ θνξέσλ έθθξαζεο pET 28a θαη 

pQE30 κε ηηο πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο Bam HI θαη Sac I. Αθνινχζεζε  

απνκφλσζε απφ ην πήθησκα αγαξφδεο θαη θαζαξηζκφο ηεο κπάληαο. Σν αλακέλνκελν κέγεζνο γηα 

ηελ δψλε ηνπ  pET 28a είλαη 5369bp θαη γηα ηελ δψλε ηνπ pQE 30 είλαη 3461bp. 

 

Μεηά απφ ηελ ιηγνπνηήζε ηνπ γνληδίνπ ζηνπο θνξείο pET28a θαη pQE30, αθνινχζεζε 

κεηαζρεκαηηζκφο ζηα βαθηεξηαθά θχηηαξα DH5a θαη XL1, απνκφλσζε ησλ αλαζπλδηαζκέλσλ 

πιαζκηδίσλ  θαη δηαγλσζηηθέο πέςεηο κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνχ Hind III, Xho I θαη Δco RV.  ηε 

ζπλέρεηα παξνπζηάδνληαη νη εηθφλεο ειεθηξνθφξεζεο απφ ηηο πέςεηο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ  

πιαζκηδίσλ: 

 

  pET 28a + CYP71A-Olea 

Δπηιέρζεθαλ πέληε δείγκαηα απφ ηα νπνία έγηλε απνκφλσζε ηνπ αλαζπλδηαζκέλνπ πιαζκηδίνπ θαη 

αθνινχζεζαλ πέςεηο κε ην έλδπκν πεξηνξηζκνχ Hind III. Σν αλακελφκελν απνηέιεζκα είλαη ε 

εκθάληζε δχν δσλψλ ζηηο 5460bp θαη ζηηο1421bp (εηθ.38) ζην πήθησκα αγαξφδεο, εθφζνλ ζέζεηο 

αλαγλψξηζεο ηνπ ελδχκνπ ππάξρνπλ θαη ζην πιαζκίδην αιιά θαη ζηελ έλζεζε. 

 

Δηθ. 37 : Ζιεθηξνθφξεζε 2κl απφ ηα δείγκαηα pET 

28a (πξψηε ζηήιε) θαη pQE30 (δεχηεξε ζηήιε) κεηά 

απφ δηπιή πέςε κε ηα έλδπκα πεξηνξηζκνχ Bam HI 

θαη Sac I θαη ηελ απνκφλσζε ησλ κπαληψλ απφ ην 

πήθησκα αγαξφδεο. 

pET      

28a 

pQE 

30 
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 pQE 30 + CYP71A-Olea 

Όπσο θαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ pET 28a + CYP71A-Olea, ζηα πέληε δείγκαηα πνπ έγηλε απνκφλσζε 

πιαζκηδίνπ, αθνινχζεζε αξρηθά πέςε κε ην έλδπκν Hind III. ην πήθησκα αγαξφδεο παξαηεξνχληαη 

δχν δψλεο, ε κηα ζηηο 3555bp θαη ε άιιε ζηηο 1430bp (εηθ.40). 

Aπφ ηα δείγκαηα απηά επηιέρζεθαλ νη δχν πξψηνη 

θιψλνη γηα ηηο αθφινπζεο πέςεηο επηβεβαίσζεο. 

 

Σα απνηειέζκαηα πνπ πάξζεθαλ ήηαλ, φπσο θαίλεηαη 

θαη ζηελ εηθφλα 39, ηα εμήο: ε πέςε ηνπ πιαζκηδίνπ κε 

ηελ ελδνλνπθιεάζε Xho I έδσζε  κία δψλε ζηηο 6470bp 

θαη κία ζηηο 430bp, ελψ κε ην έλδπκν Eco RV έδσζε κία 

δψλε ζηηο 4968bp θαη ζηηο 1925bp. 

Δηθ.38:  pET 28a /CYP71A-Olea 

Ζιεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο 1%, 

20κl απφ ηα δείγκαηα ζηα νπνία έγηλε πέςε 

κε ην έλδπκν Hind III. 

 

Eηθ.39:pET 28a /CYP71A-Olea. 

Ζιεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο 1%, 

20κl απφ ηα δείγκαηα ζηα νπνία έγηλε 

πέςε κε ην έλδπκν Xho I θαη Δco RV. 

 

             Hind III               

1        2       3       4       5 

            XhοΙ 

(1)       (2) 

 

 

 

           

  EcoRΙ    

(1)        (2) 
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Γηαπηζηψζεθε φηη ν αλαζπλδηαζκφο ησλ πιαζκίδησλ pET28a θαη pQE30 κε ην γνλίδην CYP71A-

Olea  πξαγκαηνπνηήζεθε επηηπρψο θαη απηφ πξνθχπηεη απφ ηα επηζπκεηά απνηειέζκαηα πνπ 

πάξζεθαλ απφ ηηο πέςεηο πνπ πξνεγήζεθαλ. 

ηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε κεηαζρεκαηηζκφο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πιαζκηδίσλ ζηα βαθηεξηαθά 

θχηηαξα έθθξαζεο BL21 γηα ην  pET28a θαη M15-pREP4 γηα ην pQE30, αθνχ πξψηα δνθηκάζηεθε 

ε επαγσγή ηεο έθθξαζεο ζηα XL1 BLUE θχηηαξα γηα ην pQE30. 

 

 

4.2Eπαγσγή ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηείλεο CYP71A-Olea ζε βαθηεξηαθά θύηηαξα 

Δπφκελν βήκα ήηαλ ε επαγσγή ηεο έθθξαζεο ηεο επηζπκεηήο πξσηείλεο ζηα βαθηεξηαθά θχηηαξα 

έθθξαζεο ζηα νπνία έγηλε ν κεηαζρεκαηηζκφο. Αξρηθά ηα θχηηαξα αλαπηχζζνληαλ ππφ ζπλζήθεο 

επηινγήο ζε κηθξφ φγθν πγξνχ ζξεπηηθνχ πιηθνχ (5ml)  ν/ n θαη ζηε ζπλέρεηα κηθξή πνζφηεηα απηψλ 

Τα δύο ππώηα δείγμαηα επιλέσθηκαν για ηιρ πέτειρ με ηα 

ένζςμα Xho I και Εco RV. Τα αποηελέζμαηα όπυρ θαίνονηαι 

και ζηην παπακάηυ εικόνα ηλεκηποθόπηζηρ (εικ.23) είναι ηα 

εξήρ:η πέτη με ηο ένζςμο Xho I έδυζε μία ζώνη ζηιρ 3700 

bp και άλλη μία ζηιρ 1280 bp, ενώ με ηο Eco RV έδυζε μία 

μόνο ζώνη ζηιρ 4985 bp εθόζον θέζη αναγνώπιζηρ ηος 

ενζύμος ςπάπσει μόνο ζηο γονίδιο και όσι ζηον θοπέα. 

Δηθ.40: pQE 30 / CYP71A-Olea 
Ζιεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο 1%, 

20κl απφ ηα δείγκαηα ζηα νπνία έγηλε 

πέςε κε ην έλδπκν Hind III.  

 Δηθ.41: pQE 30 / CYP71A-Olea 
Ζιεθηξνθφξεζε ζε πεθηή 

αγαξφδεο 1%, 20κl απφ ηα 

δείγκαηα ζηα νπνία έγηλε πέςε κε 

ην έλδπκν Xho I θαη Δco RV. 

 

          Hind III 

1      2      3     4      5 

XhoI     
(1)       (2) 

 

EcoRV      

(1)        (2) 

 

Σα δχν πξψηα δείγκαηα επηιέρζεθαλ γηα ηηο πέςεηο κε ηα 

έλδπκα Xho I θαη Δco RV. Σα απνηειέζκαηα φπσο 

θαίλνληαη θαη ζηελ παξαθάησ εηθφλα ειεθηξνθφξεζεο 

είλαη ηα εμήο:ε πέςε κε ην έλδπκν Xho I έδσζε κία δψλε 

ζηηο 3700 bp θαη άιιε κία ζηηο 1280 bp, ελψ κε ην Eco RV 

έδσζε κία κφλν δψλε ζηηο 4985 bp εθφζνλ ζέζε 

αλαγλψξηζεο ηνπ ελδχκνπ ππάξρεη κφλν ζην γνλίδην θαη φρη 

ζηνλ θνξέα. 

          Hind III          

1      2       3     4      5 

XhoI     
(1)       (2) 

 

EcoRV       
(1)        (2) 
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(50κl) κφιπλαλ λέα πγξή θαιιηέξγεηα (10ml). Δθφζνλ απνθηνχζαλ νη βαθηεξηαθέο θαιιηέξγεηεο 

νπηηθή ππθλφηεηα O.D.= 0.4-0.5, πξνζηίζεην ζε απηέο IPTG ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1mM, κε 

ζθνπφ ηελ επαγσγή ηνπ ζπζηήκαηνο έθθξαζεο. Γείγκαηα ιήθζεθαλ πξηλ ηελ επαγσγή ηεο έθθξαζεο 

(to) θαη θαηά ηε δηάξθεηα απηήο (t2=2h, t4=4h, t6=6h). Ωο κάξηπξεο ζε θάζε πεξίπησζε 

ρξεζηκνπνηνχληαλ βαθηεξηαθά θχηηαξα ηα νπνία έθεξαλ ηνπο κε αλαζπλδπαζκέλνπο θνξείο. ε 

πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο αλαιχνληαλ ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα αθνχ πξψηα επαλαδηαιχνληαλ ζε 

Sonication buffer. Δπίζεο γηα ηελ εθηίκεζε ησλ κνξηαθψλ βαξψλ ησλ αλαιπφκελσλ πξσηεηλψλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε δείθηεο κνξηαθψλ βαξψλ γηα πξσηείλεο. Ζ νπηηθνπνηήζε ησλ αλαιπκέλσλ 

πξσηεηλψλ γηλφηαλ κε ρξψζε Coomasie Brilliant Blue R-250. 

 

 Πξσηαξρηθφ βήκα ήηαλ λα γίλεη έιεγρνο αλ ην γνλίδην CYP71A-Olea θσδηθνπνηεί ηελ 

αληίζηνηρε πξσηεΐλε. Γηα ηνλ ιφγν απηφ πξαγκαηνπνηήζεθε ειεθηξνθφξεζε ησλ πξσηετλψλ 

πνπ εθθξάζηεθαλ απφ ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα 2ψξεο κεηά απφ ηελ επαγσγή ηεο έθθξαζεο κε 

1mM IPTG. Απφ ηελ ζηηγκή πνπ δηαπηζησζεί φηη ε πξσηεΐλε εθθξάδεηαη είλαη ζθφπηκν λα 

ειεγρζεί αλ είλαη πδαηνδηαιπηή ή παξακέλεη ζην ίδεκα. Δπνκέλσο ε δηαδηθαζία πνπ 

αθνινπζήζεθε ήηαλ ε εμήο: 

 

  Γηα θάζε έλαλ απφ ηνπο αλαζπλδηαζκέλνπο πιαζκηδηαθνχο θνξείο pET28a θαη 

pQE30, πνπ είραλ κεηαζρεκαηηζηεί ζηα θχηηαξα έθθξαζεο BL21 θαη XL1 αληίζηνηρα, 

επηιέρζεθαλ ηέζζεξα δείγκαηα ηα νπνία επαλαδηαιχζεθαλ ζε 250κl Sonication buffer, 

πξνζηέζεθε ζε απηά 2x loading buffer, επσάζηεθαλ γηα 10ιεπηά ζηνπο 80
o
C θαη 

ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πεθηή πνιπαθξπιακίδεο 10%. 

 

  Δπηπιένλ επηιέρζεθε έλα απφ ηα ηέζζεξα απηά δείγκαηα θαη κέζσ ππέξερσλ 

έζπαζαλ ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα (δηαηεξψληαο άζηθηεο ηηο πξσηείλεο), θαη ην δείγκα κεηά απφ 

θπγνθέληξηζε ρσξίζηεθε ζε ίδεκα θαη ππεξθείκελν. Αθνινπζψληαο ηελ ίδηα δηαδηθαζία φπσο 

αλαθέξζεθε θαη παξαπάλσ (επαλαδηάιπζε ηνπ ηδήκαηνο ζε  250κl Sonication buffer, 

πξνζζήθε  2x loading buffer ζε φια ηα δείγκαηα θαη επψαζε απηψλ γηα 10ιεπηά ζηνπο 80
0
C) 

ηα δείγκαηα ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πεθηή πνιπαθξπιακίδεο 10%. ην ίδην πήθησκα 

αλαιχζεθε θαη έλα δείγκα κάξηπξαο γηα ηελ θάζε πεξίπησζε, δειαδή ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα 

πνπ έθεξαλ κφλν ηνλ πιαζκηδηαθφ θνξέα ρσξίο ην γνλίδην. 
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Δηθ. 43: pET28a+cyp71a.  ηηο ηέζζεξηο πξψηεο ζηήιεο νη 

πξσηείλεο πνπ εθθξάζηεθαλ ζηα βαθηεξηαθά θχηηαξα ρσξίο απηά 

λα ππνζηνχλ δηάζπαζε(sonication). (5) δείγκα-κάξηπξαο, πξσηείλεο 

πνπ εθθξάδνληαη ζηα ίδηα βαθηεξηαθά θχηηαξα φηαλ δελ έρεη 

πξνεγεζεί αλαζπλδπαζκφο ηνπ πιαζκηδίνπ κε ην γνλίδηνCYP71A. 

(6)protein marker. Μεηά απφ ηελ δηάζπαζε ησλ βαθηεξηαθψλ 

θπηηάξσλ, ην πξψην δείγκα(Δ1) δηαρσξίζηεθε ζε ππεξθείκελν(7) 

θαη ζε ίδεκα (8), θαη νη αληίζηνηρνη κάξηπξεο απηψλ, ηα βαθηεξηαθά 

θχηηαξα κφλν κε ηνπο άδεηνπο θνξείο (9), (10). Ζιεθηξνθφξεζε 

15κl απφ θάζε δείγκα ζε 10% πεθηή πνιπαθξπιακίδεο. 

Δηθ. 44: pQE30+cyp71a. ηηο ηέζζεξηο πξψηεο ζηήιεο νη 

πξσηείλεο πνπ εθθξάζηεθαλ ζηα βαθηεξηαθά θχηηαξα ρσξίο απηά 

λα ππνζηνχλ δηάζπαζε(sonication).(5) δείγκα-

κάξηπξαο,βαθηεξηαθά θχηηαξα κφλν κε ηνπο άδεηνπο θνξείο. Μεηά 

απφ ηελ δηάζπαζε ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ, ην πξψην 

δείγκα(Δ1) δηαρσξίζηεθε ζε ππεξθείκελν(6) θαη ζε ίδεκα (7), θαη 

ηα αληίζηνηρα δείγκαηα-κάξηπξεο,ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα κφλν κε 

ηνπο άδεηνπο θνξείο (8),(9).     (10) protein marker. 

Ζιεθηξνθφξεζε 15κl απφ θάζε δείγκα ζε 10% πεθηή 
πνιπαθξπιακίδεο. 

   E1           E2        E3          E4    control E1       E1       contr    contr
Sup     pel        sup      pel

  (1)     (2)    (3)    (4)    (5)      (6)    (7)    (8)      (9)     (10)

  total 

   E1           E2        E3          E4    control  Ε1         Ε1         contr    contr
 Sup      pel          sup      pel

  (1)   (2)     (3)    (4)      (5)    (6)     (7)    (8)     (9)    (10)

   total 

Σν αλακελφκελν κέγεζνο ηεο πξσηείλεο είλαη 63kDa 

ζηνλ pET28a θαη 60kDa ζηνλ pQE30. 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθ. 42: protein marker. BlueStar Prestained ProteinMarker,    

Nippon Genetics. 
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Όπσο θαίλεηαη θαη ζηελ εηθφλα 43, ηα πξφηππα έθθξαζεο ζηα ηέζζεξα πξψηα δείγκαηα δελ 

δηαθέξνπλ κεηαμχ ηνπο. Ζ αλακελφκελε δψλε, ζηα 63kDa,  πνπ αληηζηνηρεί ζηελ πξσηεΐλε 

CYP71A-Olea θαίλεηαη λα ππάξρεη ζηα ηέζζεξα πξψηα δείγκαηα φπνπ ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα δελ 

είραλ δηαζπαζηεί, ελψ αληίζεηα ζην δείγκα-κάξηπξα (κφλν ν θνξέαο, ρσξίο ην γνλίδηνCYP71A) 

θαίλεηαη λα κελ ππάξρεη κπάληα ζην ίδην κέγεζνο. Δπηπιένλ επηζπκεηή δψλε ίδηνπ κεγέζνπο θαη 

πςειήο ζρεηηθά έληαζεο παξαηεξείηαη ζην ίδεκα ηνπ δείγκαηνο Δ1 ελψ αληίζηνηρε δψλε δελ 

παξαηεξείηαη νχηε ζην ππεξθείκελν αιιά νχηε θαη ζηα δείγκαηα-κάξηπξεο. 

 

 

Παξφκνηα απνηειέζκαηα ιήθζεθαλ θαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ πιαζκηδηαθνχ θνξέα pQE30 (εηθ 44). 

ηελ πεξίπησζε απηή ε αλακελφκελε δψλε θπκαίλεηαη ζηα 60kDa θαη παξαηεξείηαη ζηα δείγκαηα 

ζηα νπνία ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα παξέκεηλαλ άζηθηα (Δ1- Δ4) θαη ζην ίδεκα ηνπ δείγκαηνο Δ1, ελψ 

ζηα δείγκαηα-κάξηπξεο δελ θαίλεηαη μεθάζαξα λα ππάξρεη αληίζηνηρε δψλε. 

 

  

 

 Γηα λα δηαπηζησζεί αλ πξάγκαηη ε δψλε πνπ αληηζηνηρεί ζην κέγεζνο ηεο πξσηεΐλεο 

CYP71A-Olea παξαηεξείηαη κφλν ζην ίδεκα θαη φρη ζην ππεξθείκελν, αλαιχζεθαλ φια ηα 

πξσηετληθά δείγκαηα αθνχ αξρηθά δηαζπάζηεθαλ ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα. 
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Όπσο παξαηεξείηαη ζηηο παξαπάλσ εηθφλεο ειεθηξνθφξεζεο, ε δψλε πνπ αληηζηνηρεί ζηελ πξσηεΐλε 

CYP71A-Olea είλαη εκθαλήο κφλν ζην ίδεκα ηνπ θάζε δείγκαηνο θαη φρη ζην ππεξθείκελν κε 

απνηέιεζκα λα κελ θαζίζηαηαη πδαηνδηαιπηή. 

 

 Άξα ζχκθσλα κε ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα θαη ηηο εηθφλεο ειεθηξνθφξεζεο ησλ 

πξσηετλψλ ζε πήθησκα SDS-πνιπαθξπιακίδεο, ε πξσηεΐλε CYP71A-Olea εθθξάδεηαη ζηα 

βαθηεξηαθά θχηηαξα BL21 θαη XL1 αιιά δελ είλαη πδαηνδηαιπηή. Αθνινχζεζαλ δηάθνξεο 

δνθηκέο ζρεηηθά κε ηηο ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ βαθηεξηαθψλ θαιιηεξγεηψλ κε ζθνπφ λα 

απμεζεί ην πνζνζηφ ηεο πξσηεΐλεο ζην πδαηνδηαιπηφ θιάζκα ψζηε λα κπνξεί λα απνκνλσζεί 

θαζαξή θαη ιεηηνπξγηθή.  Γνθηκάζηεθαλ ηξεηο δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο, φπσο 

παξνπζηάδνληαη θαη ζην ζρήκα πνπ αθνινπζεί:  

Δηθ. 45: pET28a+cyp71a   Αλάιπζε ηνπ πξσηεηληθνχ 

πεξηερνκέλνπ ζην ίδεκα θαη ζην ππεξθείκελν ηνπ θάζε 

δείγκαηνο (Δ1 εψο Δ4) κεηά απφ ηελ δηάζπαζε ησλ 

βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ BL21 πνπ πεξηέρνπλ ην 

πιαζκίδην pET28a+cyp71a. ηηο δχν ηειεπηαίεο ζηήιεο 

ηα αληίζηνηρα δείγκαηα-κάξηπξεο( πεξηέρνπλ κφλν ην 

θνξέα  pET28a).Ζιεθηξνθφξεζε 15κl απφ θάζε δείγκα 

ζε πήθησκα SDS-πνιπαθξπιακίδεο ζπγθέληξσζεο 10%. 

 

Δηθ. 46: pQE30+cyp71a  Αλάιπζε ηνπ πξσηεηληθνχ 

πεξηερνκέλνπ ζην ίδεκα θαη ζην ππεξθείκελν ηνπ θάζε 

δείγκαηνο (Δ1 εψο Δ3) κεηά απφ ηελ δηάζπαζε ησλ 

βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ XL1 πνπ πεξηέρνπλ ην 

πιαζκίδην pQE30+cyp71a.ηηο δχν ηειεπηαίεο ζηήιεο ηα 

αληίζηνηρα δείγκαηα-κάξηπξεο( πεξηέρνπλ κφλν ην θνξέα  

pQE30).Ζιεθηξνθφξεζε 20κl απφ θάζε δείγκα ζε 

πήθησκα SDS-πνιπαθξπιακίδεο ζπγθέληξσζεο 10%. 

 

  Ε1         Ε1     Ε2       Ε2      Ε3      Ε3      Ε4      Ε4      contr     contr
  Pel       sup     pel       sup    pel    sup      pel      sup      pel      sup

 Ε1     Ε1       Ε2         Ε2       Ε3        Ε3                   cont     cont

 Pel     sup      pel        sup     pel        sup                  pel       sup
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 Δπνκέλσο αθνχ ηα θχηηαξα αλαπηχρζεθαλ o.n. ζηνπο 28
o
C, κηθξή πνζφηεηα απηψλ (50κl) κφιπλαλ 

λέα θαιιηέξγεηα (10ml). Όηαλ νη βαθηεξηαθέο θαιιηέξγεηεο απνθηνχζαλ νπηηθή ππθλφηεηα O.D. = 

0.4-0.5 γηλφηαλ πξνζζήθε IPTG ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1mM ή 0.2mM, αλάινγα ηελ ζπλζήθε πνπ 

εθαξκνδφηαλ. Αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη γηα ηελ εθαξκνγή ηεο ζπλζήθεο (3) ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα 

είραλ αλαπηπρζεί ζε ζξεπηηθφ κέζν ζην νπνίν είρε ήδε πξνζηεζεί ζνξβηηφιε ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 

660mM. 

 Γηα ηελ θαηαζθεπή  pET28a+CYP71A (Expressor) θαη ηνλ άδεην πιαζκηδηαθφ θνξέα  

pET28a (Control), ζηα βαθηεξηαθά θχηηαξα BL21, ιήθζεθαλ δείγκαηα ζηνπο εμήο ρξφλνπο: 

to ( κφιηο  ε νπηηθή  ππθλφηεηα ησλ θπηηάξσλ έθηαζε O.D. = 0.4-0.5 πξνζηέζεθε ακέζσο ζε 

απηά IPTG), t2= 2h (δχν ψξεο κεηά απφ ηελ πξνζζήθε IPTG θαη ηελ επαγσγή ηεο 

έθθξαζεο), t4= 4h (ηέζζεξηο ψξεο κεηά απφ ηελ πξνζζήθε IPTG θαη ηελ επαγσγή ηεο 

έθθξαζεο) θαη t6= 6h (έμη ψξεο κεηά απφ ηελ πξνζζήθε IPTG θαη ηελ επαγσγή ηεο 

έθθξαζεο). Καη νη ηέζζεξηο ρξφλνη δεηγκαηνιεςίαο ιήθζεθαλ γηα ηελ πξψηε θαη ηελ δεχηεξε 

ζπλζήθε αλάπηπμεο ελψ γηα ηελ ηξίηε ζπλζήθε ιήθζεθαλ δείγκαηα ζε to, t=2h θαη t=4h. 

 Γηα ηελ θαηαζθεπή pQE30 +CYP71A (Expressor) θαη ηνλ άδεην πιαζκηδηαθφ θνξέα  pQE30 

(Control), ζηα βαθηεξηαθά θχηηαξα XL1, ιήθζεθαλ νη ίδηνη ρξφλνη δεηγκαηνιεςίαο φπσο 

αλαθέξζεθαλ θαη ζηελ πξνεγνχκελε παξάγξαθν θαη γηα ηηο δχν πξψηεο ζπλζήθεο 

αλάπηπμεο. Ζ αλάπηπμε ηεο θαιιηέξγεηαο ζηα XL1 θχηηαξα πξαγκαηνπνηήζεθε ζε αξγνχο 

ξπζκνχο, ζε ζχγθξηζε κε ηελ αληίζηνηρε αλάπηπμε ησλ θαιιηεξγεηψλ ζηα BL21 θχηηαξα, κε 

απνηέιεζκα λα κελ παξζνχλ δείγκαηα γηα ηελ ηξίηε ζπλζήθε θαηά ηελ νπνία ε παξνπζία ηεο 

                                                

                          Expressor  (pET28a+CYP71A)                    1). 28
o
C , 1mM IPTG  

pET 28a                                                                                2). 28
o
C , 0.2mM IPTG 

 (BL21) 

                          Control (pET28a)                                         3). 28
o
C, 0.2mM IPTG,  

                                                                                                 660mM Sorbitol 

    

 

                           Expressor  (pQE30+CYP71A)                       1). 28
o
C , 1mM IPTG  

pQE 30                                                                                2). 28
o
C , 0.2mM IPTG 

   (XL1) 

                         Control (pQE30)                                           3). 28
o
C, 0.2mM IPTG,  

                                                                                                 660mM Sorbitol 
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ζνξβηηνιήο σο νζκσηηθφο παξάγνληαο δπζρεξαίλεη ζε κεγαιχηεξν βαζκφ ηελ αλάπηπμε ησλ 

βαθηεξίσλ. 

 

Καη ζηα παξαθάησ δείγκαηα πνπ ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε SDS-πνιπαθξπιακίδε ε δηαδηθαζία 

πξνεηνηκαζίαο ηνπο ήηαλ ε εμήο: επαλαδηάιπζε ησλ δεηγκάησλ ζε  Sonication buffer, 

δηάζπαζε ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ ΒL21/pET28a-CYP71A, BL21/pET28a, XL1/pQE30- 

CYP71A θαη  XL1/pQE30 κέζσ ππεξερσλ, θπγνθέληξηζε ψζηε λα γίλεη ν δηαρσξηζκφο ηνπ 

θάζε δείγκαηνο ζε ίδεκα θαη ππεξθείκελν, πξνζζήθε 2x loading buffer, επψαζε γηα 10' ζηνπο 

80C θαη ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα  SDS-πνιπαθξπιακίδεο 

 

 

 

ηελ εηθφλα 47 παξά ην γεγνλφο φηη άιιαμαλ νη ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ θαιιηεξγεηψλ, ε 

δψλε ζηα 63kDa πνπ αληηπξνζσπεχεη ην κέγεζνο ηεο παξαγφκελεο πξσηεΐλεο CYP71A-Olea 

είλαη εκθαλήο κφλν ζην ίδεκα θαη ζηηο δχν δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο. ηελ πξψηε 

ζπλζήθε (i) φκσο ε δψλε είλαη κεγαιχηεξεο έληαζεο ζπγθξηηηθά κε ηελ αληίζηνηρε ζηελ 

δεχηεξε ζπλζήθε (ii). 

 

Δπαλαιήθζεθε ειεθηξνθφξεζε ησλ δεηγκάησλ (Expressor θαη  Control) πνπ ιήθζεθαλ 4ψξεο (t=4h) 

κεηά απφ ηελ πξνζζήθε IPTG (1mM ή 0.2mM) θαη ηελ αλάπηπμε ησλ θαιιηεξγεηψλ ζηνπο 28
o
C θαη 

γηα ηνπο δχν πιαζκηδηαθνχο θνξείο,  pET28a θαη pQE30. 

 

 

(ii) 28C / 0.2mM IPTG 

/ 660mM sorbitol (i) 28C / 0.2mM IPTG 

  E1       E1    cont    cont 

  Sup    pel       sup    pel 

E1       E1      cont   cont 

Sup    pel       sup    pel 

Δηθ. 47: pET28a (1-4, 6-9) ην πξσηεηληθφ 

πεξηερφκελν ζε ππεξθείκελν θαη ίδεκα ησλ 

δεηγκάησλ Expressor(pET28a+CYP71A) θαη Control 

(pET28a), κεηά από 4h από ηελ επαγσγή ηεο 

έθθξαζεο κε 0.2mM IPTG.H αλάπηπμε ησλ 

θαιιηεξγεηψλ έγηλε ζηνπο 28C, ελψ ζηα δείγκαηα (6-

9) έρεη πξνζηεζεί θαη 660mM ζνξβηηφιεο. 

Ζιεθηξνθφξεζε 15κl απφ θάζε δείγκα ζε πεθηή 

SDS-πνιπαθξπιακίδεο 10%.   1         2       3        4        5     6        7         8        9 

(i) 28
o
C / 1mM IPTG 

          t= 4h  
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ηηο εηθφλεο 48 θαη 49 επηιέρζεθε λα γίλεη ε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα SDS-πνιπαθξπιακίδεο 

ζπγθέληξσζεο 8% έηζη ψζηε λα ιεθζεί κηα πην ιεπηνκεξήο εηθφλα ζηελ νπνία ζα είλαη πην μεθάζαξε 

ε επηζπκεηή δψλε. Καη ζε απηέο ηηο εηθφλεο ε επηζπκεηή δψλε ππεξηζρχεη ζην ίδεκα. Μεηψλνληαο 

ινηπφλ ηελ ζπγθέληξσζε ηνπ πεθηψκαηνο ζέιακε λα ειέγμνπκε αλ ζην αληίζηνηρν κέγεζνο θαίλεηαη 

θάπνηα δψλε ζην ππεξθείκελν αιιά θαη ζηα δείγκαηα-κάξηπξεο. 

 

 Σα κεηαζρεκαηηζκέλα βαθηεξηαθά θχηηαξα XL1κε ηνλ αλαζπλδπαζκέλν πιαζκηδηαθφ θνξέα 

pQE30/CYP71A αλαπηχρζεθαλ αξγά φπσο επίζεο αξγή ππήξμε θαη ε επαγσγή ηεο έθθξαζεο 

ησλ πξσηεηλψλ. Πξαγκαηνπνηήζεθε κεηαζρεκαηηζκφο ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ 

pQE30/CYP71A ζηα βαθηεξηαθά θχηηαξα Μ15-pREP4. ε αληίζεζε ινηπφλ κε ηα ΥL1 

θχηηαξα, ε αλάπηπμε ηεο βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο κέρξηο φηνπ λα παξνπζηάζνπλ νπηηθή 

ππθλφηεηα O.D.= 0,4-0,5 ήηαλ πην γξήγνξε. Καη ζηα θχηηαξα απηά εθαξκφζζεθαλ νη ηξεηο 

δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο. Σα απνηειέζκαηα ηεο παξαγσγήο πξσηετλψλ ζε ίδεκα 

θαη ππεξθείκελν απφ ηα δείγκαηα: Expressor θαη Control παξνπζηάδνληαη ζηηο παξαθάησ 

εηθφλεο ειεθηξνθφξεζεο ζε πήθησκα SDS-πνιπαθξπιακίδεο ζπγθέληξσζεο 8%. 

(iii) 28C / 0.2mM IPTG/660mM Sorbitol 

(i) 28
o
C / 1mM IPTG   

t= 4h 
(ii) 28C / 0.2mM IPTG   

t= 4h 

  E1      E1    cont  cont  

Pel     sup   sup    pel 

Eηθ. 48: pET28a  ην πξσηεηληθφ πεξηερφκελν ζε 

ππεξθείκελν θαη ίδεκα ησλ δεηγκάησλ 

Expressor(pET28a+CYP71A) θαη Control (pET28a), 

ζε δχν δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ 

βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ. Ζιεθηξνθφξεζε 15κl απφ 

θάζε δείγκα ζε πήθησκα SDS-πνιπαθξπιακίδεο 

ζπγθέληξσζεο 8%. 

 

Eηθ. 49: pQE30 ην πξσηεηληθφ πεξηερφκελν ζε 

ππεξθείκελν θαη ίδεκα ησλ δεηγκάησλ 

Expressor(pQE30+CYP71A) θαη Control (pQE30), ζε 

δχν δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ 

βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ. Ζιεθηξνθφξεζε 15κl απφ 

θάζε δείγκα ζε πήθησκα SDS-πνιπαθξπιακίδεο 

ζπγθέληξσζεο 8%. 

    E1      E1     cont  cont
    Pel     sup    sup    pel

  E1      E1    cont  cont

  Pel     sup   sup    pel

  E1      E1    cont  cont

  Pel     sup   sup    pel

(i) 28C/ 1mM IPTG
         t= 4h

(ii) 28C / 0.2mM IPTG
             t= 4h 
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             t= 4h 

                                                                          

  

 

                 

 

 

 

 

 Με ζθνπφ λα δηαπηζησζεί αλ ε δψλε πνπ παξαηεξείηαη ζην ίδεκα (pellet) ζηα 60kDa γηα ην 

pQE30-CYP71A θαη ζηα 63kDa γηα ην pΔΣ28Α-CYP71A , ζε φιεο ηηο ζπλζήθεο αλάπηπμεο 

ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ, ππάξρεη θαη παξάγεηαη ε αληίζηνηρε πξσηεΐλε αθνινχζεζε 

αλνζναπνηχπσζε θαηά western. Δπηπξφζζεηνο ζθνπφο ήηαλ λα ειεγρζεί ε πεξίπησζε λα 

ππάξρεη ε επηζπκεηή πξσηεΐλε ζην ππεξθείκελν αιιά λα κελ θαίλεηαη. Έηζη ινηπφλ θαηά ηελ 

αλνζναπνηχπσζε ρξεζηκνπνηήζεθαλ φια ηα δείγκαηα- supernatant ησλ θαηαζθεπψλ 

pET28a/ CYP71A θαη  pQE30/CYP71A (Expressors) ζε φιεο ηηο ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ 

βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ BL21, XL1 θαη Μ15-pREP4 θαη σο ζεηηθφο κάξηπξαο 

ρξεζηκνπνηήζεθε έλα δείγκα- pellet δηφηη ζε φιεο ηηο ειεθηξνθνξήζεηο πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ήηαλ εκθαλήο ε επηζπκεηή δψλε ζηα δείγκαηα pellet. Παξαθάησ 

παξνπζηάδνληαη ηα δείγκαηα πνπ αξρηθά ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πήθησκα SDS- 

πνιπαθξπιακίδεο ζπγθέληξσζεο 8%. 

Δηθ 50: ην πξσηεηληθφ πεξηερφκελν ζε ππεξθείκελν θαη ίδεκα ησλ δεηγκάησλ 

Expressor(pQE30+CYP71A) θαη Control (pQE30), ζηηο ηξεηο δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο 

αλάπηπμεο ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ M15-pREP4. Ζιεθηξνθφξεζε 15κl απφ θάζε δείγκα 

ζε πήθησκα SDS-πνιπαθξπιακίδεο ζπγθέληξσζεο 8%. 

 

  E1      E1    cont  cont

  Pel     sup   sup    pel
    E1      E1     cont  cont
    Pel     sup    sup    pel

    E1      E1     cont  cont
    Pel     sup    sup    pel

(i) 28C / 1mM IPTG
          t= 4h 

(ii) 28C / 0.2mM IPTG
           t= 4h

(iii) 28C / 0.2mM IPTG  

660mM Sorbitol               

t = 4h 
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 Έγηλε αξρηθά κεηαθνξά πξσηετλψλ απφ ην πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο ζε κεκβξάλε PVDF, 

ε νπνία ζηε ζπλέρεηα επσάζηεθε κε πξσηνγελέο αληίζσκα αληη- His πνληηθηνχ (mouse anti- 

His) θαη δεπηεξνγελέο αληίζσκα (Goat Anti-mouse) πνπ αλαγλψξηδε ην πξσηνγελέο θαη 

πξνζδελφηαλ ζε απηφ. Σν δεπηεξνγελέο αληίζσκα αληρλεπφηαλ κε αληίδξαζε 

ρεκεηνθσηαχγεηαο δεδνκέλνπ φηη ήηαλ ζε απηφ ζπδεπγκέλε ε ππεξνμεηδάζε ηνπ ρξέλνπ 

(Horseradish peroxidase, HPR) θαη ε απνηχπσζε ησλ απνηειεζκάησλ γηλφηαλ ζε 

θσηνγξαθηθφ θηικ. 

 

Ζ κεηαθνξά ησλ πξσηετλψλ ζηελ κεκβξάλε PVDF έγηλε κε επηηπρία, φκσο ζήκα δελ αληρλεχζεθε ζε 

θαλέλα απφ ηα δείγκαηα πνπ ειεθηξνθνξήζεθαλ. Φαίλεηαη πσο ε εηεξφινγε έθθξαζε ζηα βαθηήξηα 

δελ θαζίζηαηαη εθηθηή θαη πηζαλψο λα ρξεηάδνληαη κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο πνπ δελ 

κπνξνχλ λα πξαγκαηνπνηεζνχλ απφ ην βαθηήξην. Δπηπιένλ πηζαλφ ζεσξείηαη θαη ην γεγνλφο ε 

πξσηεΐλε λα είλαη ηνμηθή γηα ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα κε απνηέιεζκα λα δεκηνπξγνχληαη έγθιεηζηα 

ζσκάηηα. 

 

 

 

pET28a/CYP71A  

BL21 

pQE30/ 

CYP71A 

XL1BLUE 

pQE30/ 

CYP71A 

M15-pREP4 

 

 

(i)      (ii)      (iii)      (i)     (ii)        (i)      (ii)       (iii)  

Δηθ.51: Ζιεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα SDS-

πνιπαθξπιακίδεο ζπγθέληξσζεο 8%. 

(i)28⁰C, 1m M IPTG 

(ii)28⁰C, 0.2m M IPTG 

(iii)28⁰C, 0.2m M IPTG, 660m M Sorbitol 

ηελ ηειεπηαία ζηήιε ν ζεηηθφο κάξηπξαο:  

(pET28a/CYP71A)-0.2 mM IPTG- pellet 
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ΤΖΗΣΗΗ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
108 

ΤΕΖΣΖΖ 
 

Σν έλδπκν G10H απνηειεί έλα θπηφρξσκα P450- κνλνμπγνλάζε, πνπ εκπιέθεηαη ζηε βηνζχλζεζε 

ησλ ηξηδνεηδψλ θαη αξθεηψλ θιάζεσλ ησλ κνλνηεξπελνεηδψλ αιθαινεηδψλ, πνπ εληνπίδνληαη ζε 

κεγάιν αξηζκφ θπηηθψλ εηδψλ. Σν έλδπκν G10H πδξνμπιηψλεη ην κνλνηεξπέλην γεξαληφιε ζην C-10 

νδεγψληαο ζηνλ ζρεκαηηζκφ ηεο 10-πδξνμπγεξαληφιεο, αληίδξαζε πνπ φπσο πξναλαθέξζεθε 

απνηειεί ην πξψην βήκα ζρεκαηηζκνχ ησλ ηξηδνεηδψλ (Collu et al.,2001).  

 

Σα ηξηδνεηδή είηε ζπζζσξεχνληαη σο ηειηθά πξνηφληα είηε κεηαβνιίδνληαη πεξαηηέξσ ζρεκαηίδνληαο 

δηάθνξεο θιάζεηο ησλ ηλδνιαιθαινεηδψλ. Μειέηεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην θπηφ Catharanthus 

roseus έδεημαλ φηη πεξηνξηζηηθφο παξάγνληαο ζηε ζπζζψξεπζε ησλ ηλδνιαιθαινεηδψλ απνηειεί ε 

βηνζχλζεζε ηεο ζεθνινγγαλίλεο. Άξα πηζαλφ ζεκείν ειέγρνπ ζηε ζχλζεζε ηεο ζεθνινγγαλίλεο 

ζεσξήζεθε ε θαηαιπηηθή δξάζε ηνπ ελδχκνπ G10H ην νπνίν δξα ζηελ πξψηε αληίδξαζε ηνπ 

κνλνπαηηνχ (Irmler et al.,2000). 

Απηή ε πηζαλή ξπζκηζηηθή επίδξαζε ηνπ ελδχκνπ G10H ζην κνλνπάηη παξαγσγήο ησλ αιθαινεηδψλ 

θαη πηζαλφηαηα ζην αληίζηνηρν-  παξάιιειν ηεο ζεθνινγγαλίλεο- ζηα Oleaceae, πνπ επίζεο μεθηλά 

κε ηε γεξαληφιε θαζηζηά αλαγθαία ηελ εχξεζε ελφο cDNA θιψλνπ πνπ ζα δηεπθνιχλεη ηε κειέηε 

ηεο έθθξαζεο θαη ηεο δξαζηηθφηεηαο ηνπ ελδχκνπ, κε απψηεξν ζθνπφ ηε δηαιεχθαλζε ηεο 

ξπζκηζηηθήο ηνπ επίδξαζεο. 

Παξαθάησ παξνπζηάδνληαη πεξηιεπηηθά νη κειέηεο πνπ έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί ζε δηάθνξα θπηηθά 

είδε ζρεηηθά κε ηελ απνκφλσζε ηνπ γνληδίνπ G10H θαη ηελ θαηαιπηηθή δξάζε ηνπ αληίζηνηρνπ 

ελδχκνπ.  

 

 

Δηθ.52: Ζ πδξνμπιίσζε ηνπ κνλνηεξπελίνπ γεξαληφιεο 

ζην 10ν άηνκν άλζξαθα, απφ ην έλδπκν ηεο πδξνμπιάζεο 

ηεο 10-γεξαληφιεο (G10H), πξνο 10-πδξνμπγεξαληφιε. 

CPR, ην έλδπκν ηεο NADPH-θπηνρξσκηθήο Ρ 450. 

.αλαγσγάζεο 
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 Catharanthus roseus, CYP76B6 

H πξψηε επηηπρήο πξνζπάζεηα απνκφλσζεο ηνπ γνληδίνπ G10H ζπληειέζηεθε απφ ηνπο Collu et al. 

(2001) ζην Catharanthus roseus αθνχ θαηέζηε δπλαηή γηα πξψηε θνξά ε απνκφλσζε, ν θαζαξηζκφο 

θαη ε αιιεινχρηζε ηνπ ελδχκνπ. Μεηά ηε ζάξσζε θαη ηελ ελίζρπζε ηεο cDNA βηβιηνζήθεο 

απνκνλψζεθε  cDNA θιψλνο πνπ θσδηθνπνηεί πξσηείλε κνξηαθνχ βάξνπο 53kDa , ηππηθφ γηα 

θπηηθφ CYP450 (47-57 kDa). Mε ακηλνμηθή νκνινγία >50% εληάρζεθε ζηελ ππννηθνγέλεηα 76Β θαη 

νλνκάζηεθε CYP76B6. Δπίζεο εηεξφινγε έθθξαζε ζε θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ ηνπ Catharanthus 

roseus θαζψο θαη ζε δχκε έδεημε φηη ε πξσηεΐλε θαηαιχεη ηελ πδξνμπιίσζε ηεο γεξαληφιεο θαη ηεο 

ηζνκεξνχο ηεο λεξφιεο ζηε ζέζε ηνπ C-10.  

 Arabidopsis thaliana, CYP76C1 

Μέζσ ηεο PCR ηερληθήο απνκνλψζεθαλ πνιιαπιά cDNA απφ ην θπηφ Arabidopsis thaliana πνπ 

θσδηθνπνηνχλ θπηνρξψκαηα Ρ450. Μηα απφ ηηο θσδηθνπνηεκέλεο πξσηεΐλεο πνπ αλήθεη ζηελ 

νηθνγέλεηα 76 θαη νλνκάζηεθε CYP76C1, θαηά ηελ εηεξφινγε έθθξαζε ηεο ζε βαθηινηφ 

απνδείρζεθε ε ηθαλφηεηα πδξνμπιίσζεο ηεο γεξαληφιεο. Σν παξάδνμν έγθεηηαη ζηελ χπαξμε ηνπ 

ελδχκνπ G10H ζην Arabidopsis thaliana, θπηφ πνπ δελ παξάγεη δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο 

πξνεξρφκελνπο απφ ηα ηξηδνεηδή. Πηζαλή εμήγεζε ζεσξήζεθε ε πδξνμπιίσζε ηεο γεξαληφιεο απφ 

ην CYP76C1 πνπ απνδεηθλχεηαη in vitro λα κελ απνηειεί θαη ηε θπζηνινγηθή in vivo ιεηηνπξγία ηνπ  

(Mizutani et al., 1998; W Xu et al., 2001) 

 Swertia mussotii, CYP76B10 

Πξαγκαηνπνηήζεθε απνκφλσζε νιφθιεξνπ ηνπ cDNA θιψλνπ (SmG10H) απφ ην θπηφ θαη ε 

ακηλνμηθή αθνινπζία παξνπζίαδε πςειφ βαζκφ νκνινγίαο κε κέιε ηεο νηθνγέλεηαο 76 θαζψο επίζεο 

θαη νκνινγία 80,2% κε ην αληίζηνηρν γνλίδην πδξνμπιάζεο ηεο γεξαληφιεο, CrG10H, ζην 

Catharanthus roseus. Σν γνλίδην απηφ θαηαηάρζεθε ζηελ ππννηθνγέλεηα 76Β θαη νλνκάζηεθε 

CYP76Β10. ηε ζπλέρεηα ε εηεξφινγε έθθξαζε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε δχκε θαη ζε βαθηήξηα 

έδεημε ηελ θαηαιπηηθή δξάζε ηεο πδξνμπιίσζεο επί γεξαληφιεο (Wang et al., 2010). 

Με βάζε ηηο παξαπάλσ αλαθνξέο  δηθαηνινγείηαη ην γεγνλφο πσο ην έλδπκν πδξνμπιάζε ηεο 10-

γεξαληφιεο ζπγθαηαιέγεηαη ζηελ ππννηθνγέλεηα ησλ  CYP76Β ησλ θπηηθψλ θπηνρξσκάησλ. 
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 Olea europaea- OeGE10H  

Ζ εξεπλεηηθή νκάδα ησλ Alagna et al. (2012) κειέηεζαλ ηελ έθθξαζε 35 γνληδίσλ πνπ 

πξνζδηνξίζηεθαλ απφ ηηο αθνινπζίεο EST θαη κέζσ ηεο αλάιπζεο cDNA- AFLP, είλαη πηζαλφ λα 

θσδηθνπνηνχλ έλδπκα πνπ εκπιέθνληαη ζε βηνζπλζεηηθά κνλνπάηηα δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ 

(Αlagna et al., 2009; OLEA EST database). Σα ππνςήθηα απηά γνλίδηα ραξαθηεξίζηεθαλ κέζσ ηεο 

αλάιπζεο RT-qPCR. Έλα απφ απηά ηα γνλίδηα πνπ κειεηήζεθαλ ήηαλ θαη ην γνλίδην ΟeGΔ10H πνπ 

πξνηείλεηαη φηη θσδηθνπνηεί ην έλδπκν πδξνμπιάζε ηεο 10-γεξαληφιε. 

Πξέπεη λα ζεκεησζεί πσο ηα γνλίδηα πνπ εκπιέθνληαη ζηε βηνζχλζεζε ησλ ζεθνηξηδνεηδψλ ζηελ 

ειηά δελ έρνπλ αθφκε ηαπηνπνηεζεί δηφηη ζπληίζεληαη ζε έλαλ πεξηνξηζκέλν αξηζκφ θπηηθψλ εηδψλ 

ησλ νπνίσλ νη αθνινπζίεο ησλ γνληδησκάησλ ηνπο δελ είλαη αθφκε δηαζέζηκεο. Έηζη ινηπφλ είλαη 

δπλαηφλ λα κειεηεζνχλ θάπνηεο απφ ηηο ελδπκηθέο ιεηηνπξγίεο ηνπο κειεηψληαο πξνηεηλφκελα 

βηνζπλζεηηθά κνλνπάηηα πνπ ζπκβαίλνπλ παξάιιεια ζε ραξαθηεξηζκέλα θπηηθά είδε φπσο γηα 

παξάδεηγκα ην κνλνπάηη βηνζχλζεζεο ησλ ηλδνιαιθαινεηδψλ ζην Catharanthus roseus. 

πλνςίδνληαο, δηαπηζηψλεηαη πσο ην γνλίδην OeGE10H  ζηελ ειηά δελ έρεη αθφκε ηαπηνπνηεζεί απφ 

ηε ζηηγκή πνπ ζηε ζπγθεθξηκέλε δεκνζίεπζε (Alagna et al., 2012). παξνπζηάδεηαη έλα ηκήκα ηνπ 

κφλν θαη επηπιένλ κε ηελ πξαγκαηνπνίεζε εηεξφινγεο έθθξαζεο ζα επηβεβαησζεί ε θαηαιπηηθή 

δξάζε ηνπ ελδχκνπ επί ηεο γεξαληφιεο. 

 

Γπζθνιίεο πνπ ραξαθηεξίδνπλ ηελ ηάμε ησλ CYP 450 ελδύκσλ θαη θαηά ζπλέπεηα θαη ηελ απνκόλσζε 

ηνπ ελδύκνπ G10H: 

 Ο κεγάινο αξηζκφο ζπγγελψλ γνληδίσλ αλά είδνο, 

  Ζ έληνλε ιεηηνπξγηθή παξαιιαθηηθφηεηα  

  Σν ρακειφ πνζνζηφ νκνινγίαο ησλ γνληδίσλ-κειψλ ησλ δηαθφξσλ νηθνγελεηψλ        

P 450   

 Ο εμαηξεηηθά δχζθνινο θαζαξηζκφο ησλ πξσηετλψλ, ιφγσ ηεο κηθξήο 

πεξηεθηηθφηεηάο ηνπο ζηνπο θπηηθνχο ηζηνχο θαη ηεο πεξηνξηζκέλεο ζηαζεξφηεηαο 

ηνπο ζε δηαδηθαζίεο δηαιπηνπνίεζεο. 
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ε πξνεγνχκελε πηπρηαθή κειέηε, είρε πξαγκαηνπνηεζεί ε απνκφλσζε κέξνπο ηνπ γνληδίνπ Ρ450 

ηεο ειηάο κέζσ ηεο ηερληθήο ηνπ εθθπιηζκέλνπ RT-PCR,κε ηνλ ζρεδηαζκφ εθθπιηζκέλσλ εθθηλεηψλ 

απφ ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο κειψλ ηεο ππνηνθνγέλεηαο 71
 
Α ησλ θπηηθψλ θπηνρξσκάησλ Ρ450. 

Πξνυπάξρνπζεο κειέηεο γηα ηελ απνκφλσζε CYP 450 κέζσ PCR, απέδεημαλ φηη ν ζρεδηαζκφο πνιχ 

εθθπιηζκέλσλ εθθηλεηψλ απφ ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο νδεγεί ζηελ απνκφλσζε κηαο πιεζψξαο 

δηαθνξεηηθψλ  P450 γνληδίσλ, γηα ηελ απνκφλσζε νιφθιεξεο ηεο αθνινπζίαο ησλ νπνίσλ 

απαηηείηαη ε ζάξσζε βηβιηνζεθψλ, νδεγψληαο ηειηθά ζηε απνκφλσζε ελφο αξηζκνχ νιφθιεξσλ 

cDNA θιψλσλ απφ δηαθνξεηηθέο νηθνγέλεηεο θαη κε άγλσζηε θπζηνινγηθή ιεηηνπξγία. Ζ 

πξνζέγγηζε θαηεπζχλζεθε ζε κηα θαη κφλν νηθνγέλεηα CYP 450, γηα θαηά ην δπλαηφλ εμεηδίθεπζε 

ησλ εθθπιηζκέλσλ εθθηλεηψλ, ε επηινγή ηεο νπνίαο ζηεξίρζεθε ζε πξνυπάξρνπζεο κειέηεο θαη 

βηβιηνγξαθηθέο αλαθνξέο ζρεηηθά κε ην έλδπκν ηεο G10H.  

Ζ ηερληθή απηή απέδσζε έλα θεληξηθφ ηκήκα 573 βάζεσλ, ην νπνίν αληηζηνηρεί ζε αλνηρηφ 

αλαγλσζηηθφ πιαίζην 191 ακηλνμέσλ, εκθαλίδνληαο νκνινγία 36-47% κε κέιε ηεο νηθνγέλεηαο 71, 

πνζνζηφ αξθεηά ηθαλνπνηεηηθφ θαζψο ε έληαμε ησλ Ρ450 ζε νηθνγέλεηεο γίλεηαη κε ακηλνμηθή 

νκνινγία >40%. ηα πιαίζηα ηεο ίδηαο κειέηεο ζρεδηάζηεθαλ επίζεο θαη εμεηδηθεπκέλνη εθθηλεηέο 

γηα ηε ζηφρεπζε ηνπ 5‘ θαη 3‘ άθξνπ ηνπ γνληδίνπ, κε ηε ηερληθή ηνπ RACE-PCR. Οη αληηδξάζεηο 

ηνπ 5‘ RACE παξήγαγαλ έλα ηκήκα 510 βάζεσλ, πνπ αληηζηνηρεί ζε αλαγλσζηηθφ πιαίζην 149 

ακηλνμέσλ παξνπζηάδνληαο νκνινγία 59-70% κε κέιε ηεο ππννηθνγέλεηαο 71Α. Δπίζεο ε πεξηνρή 

επηθάιπςεο κε ην θεληξηθφ ηκήκα εκθάληδε πιήξε νκνινγία. Μέζσ ηνπ 3‘ RACE απνκνλψζεθαλ 

δχν θιψλνη, ε αιιεινχρηζε ησλ νπνίσλ δελ έδεημε ηα επηζπκεηά απνηειέζκαηα, κε ζπλέπεηα λα κελ 

ραξαθηεξηζηεί πιήξσο ην cDNA ηνπ γνληδίνπ. 

ηελ παξνχζα πηπρηαθή εξγαζία σο πξσηαξρηθφ ζηφρν ππήξμε ν πιήξεο κνξηαθφο 

ραξαθηεξηζκφο ηνπ γνληδίνπ ηεο ειηάο CYP71A κε ηελ εχξεζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ 3‘ άθξνπ ηνπ 

γνληδίνπ κέζσ ηεο ηερληθήο 3‘RACE-PCR, ψζηε λα ραξαθηεξηζηεί επηηπρψο ην πιήξεο cDNA ηνπ 

γνληδίνπ. Απφ ην θεληξηθφ ηκήκα θαζψο θαη απφ ηελ 5‘ πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ ζρεδηάζηεθαλ νξζνί 

εθθηλεηέο φπνπ ν θάζε έλαο ζπλδπάζηεθε κε ηνλ αλάζηξνθν εθθηλεηή oligo-dT ζηηο αληηδξάζεηο 

PCR θαη ην θάζε δεχγνο εθθηλεηψλ έδσζαλ δψλε αλακελφκελνπ κεγέζνπο. Δπηιέρζεθαλ δχν 

δείγκαηα κε πςειφ πνζνζηφ νκνινγίαο κεηαμχ ηνπο θαη κε πιήξε νκνινγία ζηελ πεξηνρή θάιπςεο 

κε ην θεληξηθφ ηκήκα. Γηα λα βεβαησζεί αλ απηά ηα δχν γνλίδηα είλαη δηαθνξεηηθά ή πξφθεηηαη γηα 

αιιειφκνξθα ζρεδηάζηεθαλ έλαο θνηλφο νξζφο εθθηλεηήο απφ ηελ 5‘ ακεηάθξαζηε πεξηνρή θαη δχν 

δηαθνξεηηθνί αλάζηξνθνη απφ ηελ 3‘ ακεηάθξαζηε πεξηνρή φπνπ δελ θέξνπλ ζπληεξεκέλεο κεηαμχ 

ηνπο αθνινπζίεο.  Οη 5‘ θαη 3‘ UTR απνηεινχλ πεξηνρέο ησλ γνληδίσλ πνπ δελ είλαη ζπληεξεκέλεο 

κεηαμχ ησλ κειψλ κηαο νηθνγέλεηαο γνληδίσλ. Σειηθά δείρζεθε πσο είλαη ην ίδην γνλίδην θαη 
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πξαγκαηνπνηήζεθε ε ζχλζεζε νιφθιεξνπ ηνπ γνληδίνπ κε εμεηδηθεπκέλνπο εθθηλεηέο. Πξφθεηηαη γηα 

γνλίδην 1647 βάζεσλ πνπ αληηζηνηρεί ζε αλνηρηφ αλαγλσζηηθφ πιαίζην 1524 βάζεσλ θαη 508 

ακηλνμέσλ. Ζ εηζαγσγή ηεο πιήξεο λνπθιενηηδηθήο αθνινπζίαο ζην πξφγξακκα blastx γηα ηε 

κεηάθξαζε λνπθιενηηδηθψλ αθνινπζηψλ θαη ηελ εχξεζε νκνιφγσλ ζε πξσηετληθφ επίπεδν έδσζε 

θαηά θχξην ιφγν νκφινγα γνλίδηα πνπ θαηαηάζζνληαη ζηελ ππννηθνγέλεηα 71
 
Α ησλ θπηηθψλ 

θπηνρξσκάησλ. 

χκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία, ηα κέιε ηεο ππννηθνγέλεηαο 71
 
Α ησλ θπηηθψλ θπηνρξσκάησλ Ρ450 

εκπιέθνληαη θπξίσο ζηε βηνζχλζεζε κνλνηεξπελίσλ ζε δηάθνξα θπηηθά είδε. 

Σν γνλίδην CYP71Α ηεο ειηάο πνπ απνκνλψζεθε θέξεη ην πςειφηεξν πνζνζηφ νκνινγίαο κε ηα 

γνλίδηα CYP71Α5 (77%) θαη CYP71Α6 (74%) ηνπ θπηνχ Nepeta racemosa. Ζ εκπινθή ηνπ 

CYP71Α5 ζηε βηνζχλζεζε κνλνηεξπελίσλ, πηζαλψο σο G10H, ζπκπεξαίλεηαη απφ ηα πξφηππα 

έθθξαζεο ησλ θχιισλ ηνπ θπηνχ ζε δηάθνξα αλαπηπμηαθά ζηάδηα. Παξ‘ φια απηά ε ελδπκηθή 

δξαζηεξηφηεηα δελ έρεη απνδεηρζεί κε εηεξφινγε έθθξαζε θαη παξακέλεη άγλσζηε  (Clark et 

al.,1996). 

Ζ αλάιπζε θαηά Southern έδεημε ηελ χπαξμε ελφο πνιχ θνληηλνχ ζε νκνινγία γνλίδην (CYP71A1-

related) κε ην CYP71A1 ηνπ αβνθάλην (Persea americana), ζηα θχιια ηνπ θπηνχ Nepeta racemosa 

θαη δείρζεθε, κέζσ εηεξφινγεο έθθξαζεο ζε δχκε, φηη θαηαιχεη ηελ πδξνμπιίσζε ηεο γεξαληφιεο 

θαη ηεο λεξφιεο ζην C-10, ελψ ην έλδπκν CYP71A1 ηνπ αβνθάλην θαηαιχεη 2,3- ή 6,7-επνμείδσζε 

ζηα ίδηα ππνζηξψκαηα (Hallahan et al.,1994). 

χκθσλα κε ηηο παξαπάλσ δεκνζηεπκέλεο κειέηεο  είλαη πηζαλφ ηα κέιε ηεο ππννηθνγέλεηαο CYP 

71A, φπσο ην CYP71Α5 θαη ην CYP71A1-related, ησλ θπηηθψλ θπηνρξσκάησλ λα δξνπλ θαηαιπηηθά 

επη ηεο γεξαληνιεο, φπσο ζπκβαίλεη κε ηα κέιε ηεο ππννηθνγέλεηαο CYP 76Β, αιιά απαηηείηαη 

πεξαηηέξσ κειέηε κέζσ εηεξφινγεο έθθξαζεο γηα λα απνδεηρζεί ε δξάζε απηή.  

Δπηπιένλ νκφινγα γνλίδηα ηεο ππννηθνγέλεηαο CYP71A πνπ εκθαλίζηεθαλ ζηα απνηειέζκαηα ηνπ 

blastx είλαη ηα αθφινπζα: 

 CYP71A2,3 and 4 - Solanum melongena 

Οη πξσηεΐλεο απηέο πηζαλνινγείηαη λα παίδνπλ θάπνην ξφιν ζηελ σξίκαλζε, φπσο ν 

ζρεκαηηζκφο αξψκαηνο ή  γήξαλζε ησλ ηζηψλ. Παξφια απηά ε ιεηηνπξγία ησλ παξαπάλσ 

ελδχκσλ δελ έρεη αθφκε απνδεηρζεί (Umemoto et al., 1993). 
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 Menthofuran synthase: CYP71A32 - Mentha piperita 

Σν κνλνηεξπέλην κελζνθνπξάλην (menthofuran) είλαη έλα θνηλφ ζπζηαηηθφ ηνπ αηζέξηνπ 

ειαίνπ κέληαο θαη πξνέξρεηαη απφ ηελ έλσζε pulegone. H ζπλζάζε ηνπ κελζνθνπξαλίνπ 

θαηαιχεη ηε κεηαηξνπή ηεο πνπιεγγφλεο [(+)-pulegone] ζε κελζνθνπξάλε [(+)-menthofuran] 

κέζσ πδξνμπιίσζεο. (Bertea et al., 2001) 

 Furanocoumarin synthesis: CYP71AJ1 and CYP71AJ4 

Οη θνπξαλνθνπκαξίλεο είλαη θαηλπινπξνπαλνεηδείο ελψζεηο πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ ηελ 

παξνπζία κηαο νκάδαο θνπξαλίνπ ζπλδεδεκέλνπ κε έλα βελδνππξάλην. Αλάινγα κε ηελ ζέζε 

ηνπ ππνθαηαζηάηε ηνπ θνπξαλίνπ δηαθξίλνληαη νη ελψζεηο psoralen θαη angelicin. Ζ 

κεηαηξνπή ηεο έλσζεο marmesin πξνο psoralen θαηαιχεηαη απφ ηελ κνλνμπγνλάζε 

CYP71AJ1 ηνπ θπηνχ Ammi majus (Larbat et al., 2007). Σν θπηφρξσκα CYP71AJ4  πνπ 

απνκνλψζεθε απφ ην θπηφ Pastinaca sativa θαη παξνπζηάδεη ακηλνμηθή νκνινγία 70% κε ην 

CYP71AJ1, ηαπηνπνηήζεθε σο ζπλζάζε ηεο έλσζεο angelicin (Larbat et al., 2009). 

 

ηε ζπλέρεηα ηνπ πεηξακαηηθνχ θαη κε ζηφρν ηελ παξαγσγή θαη ηελ απνκφλσζε ηεο πξσηείλεο 

επηιέρζεθε λα εθθξαζηεί ζε βαθηήξηα Δ. coli. Υξεζηκνπνηήζεθαλ δχν ζπζηήκαηα εηεξφινγεο 

έθθξαζεο ζε βαθηήξηα, ησλ θνξέσλ έθθξαζεο pET θαη pQE,ηα νπνία ρξεζηκνπνηνχλ σο επαγσγηθφ 

κέζν IPTG θαη παξάγνπλ πξσηεΐλεο ζπληεγκέλεο κε ηελ νπξά ησλ 6ηζηηδηλψλ ζην άκηλν ή/θαη 

θάξβνμπ άθξν απηψλ.  

Απψηεξνο ζθνπφο ήηαλ ε ππεξπαξαγσγή ηεο ελ ιφγσ πξσηείλεο θαη έπεηηα ε απνκφλσζε ηεο γηα ηε 

ρξεζηκνπνίεζε απηήο ζε πεηξάκαηα δξαζηηθφηεηαο θαη ππνζηξσκαηηθήο δηαθνξνπνίεζεο. Γηα ηελ 

εχθνιε απνκφλσζε απηήο απφ ην ζχλνιν ησλ βαθηεξηαθψλ πξσηεηλψλ, ε έλζεζε έπξεπε λα 

ηνπνζεηεζεί έηζη ψζηε λα ππάξρνπλ ζην άκηλν- ή ζην θαξβνμχ- άθξν νη 6x Ηζηηδίλεο (6x His). Ζ 

αλάιπζε ησλ πξσηεηλψλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πήθησκα SDS- πνιπαθξπιακίδεο θαη αθνινχζεζε ε 

δηαδηθαζία αλνζναπνηχπσζεο θαηά Western. 

Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθαλ επηηπρψο νη θαηαζθεπέο έθθξαζεο ηνπ επηζπκεηνχ γνληδίνπ ζηνπο 

πιαζκηδηαθνχο θνξείο έθθξαζεο pET28a θαη pQE30 θαη ζηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε επαγσγή ηεο 

έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο κε ηελ πξνζζήθε IPTG. Ζ αλάιπζε πξσηετλψλ ζε πήθησκα SDS- 

πνιπαθξπιακίδεο έδεημε πσο εθθξάδεηαη ε επηζπκεηή πξσηεΐλε απφ ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα αιιά νη 

αλακελφκελεο δψλεο 63kDa θαη 60kDa γηα ηνπο θνξείο pET28a θαη pQE30 αληίζηνηρα, εκθαλίδνληαη 
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ζην ίδεκα θαη φρη ζην ππεξθείκελν, γεγνλφο πνπ θαζηζηά ηελ πξσηεΐλε κε- πδαηνδηαιπηή. 

Αθνινχζεζαλ δηάθνξεο δνθηκέο ζρεηηθά κε ηηο ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ βαθηεξηαθψλ θαιιηεξγεηψλ 

θαη ηελ επαγσγή έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο (ζπγθέληξσζε IPTG, ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο), κε ζθνπφ 

λα απμεζεί ην πνζνζηφ ηεο πξσηεΐλεο ζην πδαηνδηαιπηφ θιάζκα ψζηε λα κπνξεί λα απνκνλσζεί ε 

πξσηεΐλε θαζαξή θαη ιεηηνπξγηθή. Σειηθά νη εηθφλεο ειεθηξνθφξεζεο  έδεημαλ πσο ε κπάληα πνπ 

αληηζηνηρεί ζηελ επηζπκεηή πξσηεΐλε εμαθνινπζεί λα ππεξηζρχεη ζην ίδεκα.  

Με ζθνπφ λα δηαπηζησζεί αλ ε δψλε πνπ παξαηεξείηαη ζην ίδεκα (pellet) ζηα 60kDa γηα ην pQE30-

CYP71A θαη ζηα 63kDa γηα ην pΔΣ28Α-CYP71A , ζε φιεο ηηο ζπλζήθεο αλάπηπμεο ησλ 

βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ, ππάξρεη θαη παξάγεηαη ε αληίζηνηρε πξσηεΐλε αθνινχζεζε 

αλνζναπνηχπσζε θαηά western. Δπηπξφζζεηνο ζθνπφο ήηαλ λα ειεγρζεί ε πεξίπησζε λα ππάξρεη ε 

επηζπκεηή πξσηεΐλε ζην ππεξθείκελν αιιά λα κελ θαίλεηαη. Ζ κεηαθνξά ησλ πξσηετλψλ  ζηελ 

κεκβξάλε έγηλε επηηπρψο αιιά ζήκα δελ αληρλεχζεθε ζε θαλέλα απφ ηα δείγκαηα. πκπεξαζκαηηθά 

θαίλεηαη πσο ε εηεξφινγε έθθξαζε ζηα βαθηήξηα δελ θαζίζηαηαη εθηθηή θαη πηζαλψο λα ρξεηάδνληαη 

κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο πνπ δελ κπνξνχλ λα πξαγκαηνπνηεζνχλ απφ ην βαθηήξην.  

Δπηπιένλ πηζαλφ ζεσξείηαη θαη ην γεγνλφο ε πξσηεΐλε λα είλαη ηνμηθή γηα ηα βαθηεξηαθά θχηηαξα κε 

απνηέιεζκα λα δεκηνπξγνχληαη έγθιεηζηα ζσκάηηα. 

 

Πξνηάζεηο γηα ηε ζπλέρηζε ηεο πεηξακαηηθήο εξγαζίαο: 

 Δηεξφινγε έθθξαζε ζε επθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο, φπσο νη δχκεο φπνπ είλαη εθηθηέο νη 

κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ησλ πξσηετλψλ. 

 Αθνχ πξαγκαηνπνηεζεί ε απνκφλσζε ηεο πξσηεΐλεο λα αθνινπζήζεη ε δνθηκή πηζαλψλ 

ππνζηξσκάησλ ζηα νπνία δξα ην έλδπκν θαη λα αληρλεπζνχλ ηα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο. 

 Να πξαγκαηνπνηεζεί κειέηε κέζσ ηεο κεζφδνπ ηνπ πνζνηηθνχ PCR ψζηε λα πξνζδηνξηζηεί 

ζε πνηνπο ηζηνχο δξα ην έλδπκν θαη ζε πνην ζηάδην αλάπηπμεο. 
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Περίληυη 
 

ηε παξνχζα δηαηξηβή νινθιεξψζεθε ε απνκφλσζε ηνπ γνληδίνπ ηεο ειηάο CYP450 πνπ 

θαηαηάζζεηαη ζηα θπηηθά θπηνρξψκαηα, φπνπ κε βάζε ην ήδε απνκνλσκέλν ηκήκα ηνπ 5‘ άθξνπ, 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε ελίζρπζε ηεο αθνινπζίαο ηνπ 3‘ άθξνπ κέζσ ηεο ηερληθήο 3‘ RACE-PCR. Σν 

γνλίδην ηεο ειηάο πνπ απνκνλψζεθε (CY71A- Olea) απνηειείηαη απφ 1647 βάζεηο θαη θέξεη αλνηρηφ 

αλαγλσζηηθφ πιαίζην 1524 βάζεσλ θαη 507 ακηλνμέσλ. Δηζάγνληαο ηελ αθνινπζία ηνπ γνληδίνπ ζην 

πξφγξακκα BLASTX γηα ηελ κεηάθξαζε λνπθιενηηδηθψλ αθνινπζηψλ θαη ηελ εχξεζε ησλ 

νκφινγσλ ζε πξσηετληθφ επίπεδν, δείρζεθε πσο ην γνλίδην ζπγθαηαιέγεηαη ζηελ νηθνγέλεηα 71 θαη 

ππννηθνγέλεηα Α ησλ θπηηθψλ Ρ450, κέιε ηεο νπνίαο εκπιέθνληαη θπξίσο ζηε βηνζχλζεζε 

κνλνηεξπελίσλ ζε δηάθνξα θπηηθά είδε. 

Με ζηφρν ηελ παξαγσγή θαη ηελ απνκφλσζε ηεο πξσηεΐλεο CYP71A-Olea 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε έθθξαζε ηεο ζε βαθηήξηα Escherichia coli. Υξεζηκνπνηήζεθαλ δχν 

ζπζηήκαηα εηεξφινγεο έθθξαζεο, ησλ θνξέσλ έθθξαζεο pET θαη pQE. Ζ ειεθηξνθφξεζε ζε SDS-

PAGE ζε πεθηή πνιπαθξπιακίδεο έδεημε πσο ε επηζπκεηή πξσηεΐλε παξάγεηαη απφ ηα βαθηεξηαθά 

θχηηαξα αιιά δελ είλαη πδαηνδηαιπηή, εκθαλίδνληαο ηελ δψλε πνπ αληηζηνηρεί ζην αλακελφκελν 

κνξηαθφ βάξνο ηεο πξσηεΐλεο ζην ίδεκα ησλ δεηγκάησλ. Πξαγκαηνπνηήζεθαλ δηάθνξεο ζπλζήθεο 

αλάπηπμεο ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ κε ζθνπφ ηελ απφζπαζε ηεο πξσηεΐλεο απφ ην ίδεκα, αιιά 

ζχκθσλα κε ηηο εηθφλεο  ειεθηξνθφξεζεο  θακία δελ απνδείρζεθε θαηάιιειε γηα ηελ κεηαθνξά ηεο 

πξσηεΐλεο ζην ππεξθείκελν. 

H έθθξαζε ηεο πξσηείλεο CYP71A-Olea ζηα βαθηήξηα E. coli εμεηάζζεθε θαη κέζσ ηεο 

αλνζναπνηχπσζεο θαηά western, αιιά ζήκα δελ αληρλεχζεθε ζε θαλέλα απφ ηα δείγκαηα, κε 

απνηέιεζκα λα κελ θαζίζηαηαη εθηθηή ε δηεμαγσγή αζθαιψλ ζπκπεξαζκάησλ. 
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Abstract 
 

Isolation of the full-length cDNA of an Olea europaea CYP450 gene, based on a previously 

identified 5' fragment was achieved in this study via  the method of 3‘ RACE-PCR. The isolated 

gene of Olea europaea (CYP71A- Olea) consists of 1647 nucleotides, contains an open reading 

frame of 1524 nucleotides encoding a polypeptide of 507 amino acid residues. BLASTX analysis has 

shown that the gene is classified in the family of 71 and in the subfamily A of the plants cytochromes 

P450, whose members are primarily involved in the biosynthesis of monoterpenes in various plant 

species. 

For the characterisation of the protein CYP71A- Olea, expression of the protein in a 

heterologous system was performed. The CYP71A- Olea ORF was cloned into the pET28a and 

pQE30 expression vectors in bacteria Escherichia coli. The desired protein was expressed in both 

constructs but not in the soluble fraction as seen by the SDS-PAGE analysis. Several growth and 

induction conditions were tested with the aim to express the protein in the soluble fraction but none 

of them was proved the suitable. 

The expression of the CYP71A- Olea, protein, in E.coli was examined by western analysis but 

no signal was detected in any of the samples, so it is difficult to conduct safe conclusions. 
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